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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AFLP  polimorfizem dolžine pomnoženih restrikcijskih fragmentov, angl.  
Amplified Fragment Lenght Polymorphism 
bp  bazni par 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
dH2O  destilirana voda 
ddH2O  bidestilirana voda 
dNTP  deoksinukleotid 
EDTA  etilen diamin tetraocetna kislina 
Grp1  skupina 1 znotraj vrste V. albo-atrum 
Grp2  skupina 2 znotraj vrste V. albo-atrum 
IGS  nukleotidno zaporedje medgenskega vmesnika ribosomalne RNA, angl.  
Intergenic Spacer 
ITS  notranja prepisana regija, angl. Internal Transcribed Spacer 
LAMP  metoda izotermalnega pomnoževanja z zanko, angl. loop-mediated  
isothermal amplification of DNA 
MgCl2  magnezijev klorid 
PCR  verižna reakcija s polimerazo, angl. Polymerase Chain Reaction 
PG1  blagi patotip hmeljeve uvelosti 
PG2  letalni patotip hmeljeve uvelosti 
RAPD  naključno pomnožena polimorfna DNA, angl. Random Amplified  
Polymorphic DNA 
RFLP  polimorfizem dolžine restrikcijskih fragmentov, angl. Restriction Fragment  
Lenght Polymorphism 
rDNA  jedrna ribosomska DNA 
RNA  ribonukleinska kislina 
TBE  elektroforetski pufer iz Tris-HCl, borne kisline in EDTA 
Tris  tris hidroksimetil amino metan
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1 UVOD 
 
Talne glive rodu Verticillium veljajo za ene izmed najbolj škodljivih rastlinskih patogenov. 
Posamezne vrste znotraj rodu lahko parazitirajo širok spekter gospodarsko pomembnih 
rastlin, predvsem dvokaličnic (Pegg in Brady, 2002). Številne taksonomske raziskave so 
privedle do spoznanja o izredno visoki stopnji variabilosti med predstavniki, ki jih med 
seboj težko ločimo le na podlagi morfoloških lastnosti in fiziološke specializacije. Zato v 
ospredje vedno bolj prihaja razvoj novih diagnostičnih metod, ki bi v kombinaciji s 
klasičnimi načini določanja vrst rodu Verticillium in obstoječimi fitosanitarnimi ukrepi, 
pripomogle k lažjemu nadzoru škodljivcev in preprečevanju širjenja bolezni kmetijsko 
pomembnih kultur. 
V Sloveniji največ škode povzroča gliva V. nonalfalfae v hmeljevih nasadih Savinjske 
doline. Bolezen, ki jo imenujemo verticilijska uvelost hmelja, se razvije zaradi vdora glive 
v prevodni sistem rastline, v odvisnosti od patotipa pa se lahko pojavi bodisi v blagi, bodisi 
letalni obliki, obe pa spremljajo tipični bolezenski znaki kot so rumenenje, venenje in 
nekroze listov ter rjavenje tkiva v spodnjem delu hmeljne rastline (Guček in sod., 2015). 
Medtem ko si lahko rastlina po blagi obliki obolenja opomore, je letalna oblika precej bolj 
problematična, saj pogosto privede do odmiranja rastlin in propadanja celotnih nasadov 
(Radišek in sod., 2004, 2006). Trdovratnost gliv rodu Verticillium je posledica sposobnosti 
tvorbe trajnih organov, ki glivi omogočajo preživetje v tleh tudi več let ter ob neugodnih 
okoljskih pogojih. Danes je znano, da sta glavni povzročiteljici blage oz. letalne oblike 
bolezni pri hmelju vrsti V. nonalfalfae in V. dahliae, s tem da slednja povzroča le blago 
obliko. Prvotno uveljavljeni metodološki pristopi ločevanja med vrstami obravnavanega 
rodu so bili relativno pomanjkljivi, saj so večinoma temeljili le na proučevanju 
morfoloških razlik in stopnje patogenosti. Zato sta do nedavnega vrsti V. alfalfae in V. 
nonalfalfae spadali pod skupno vrsto V. albo-atrum, iz tega razloga pa so slednjo 
obravnavali kot glavno povzročiteljico verticilijske uvelosti hmelja. K lažjemu 
razumevanju variabilnosti znotraj rodu so prispevale številne raziskovalne skupine, 
največji doprinos pa lahko zagotovo pripišemo skupini, ki jo sestavljajo Inderbitzin in sod. 
Leta 2011 so objavili podrobno študijo, osnovana na podlagi multigenskih analiz v 
kombinaciji s proučevanjem morfologije. Raziskava je privedla do nove taksonomske 
razvrstitve vrst rodu Verticillium. Tako so se glive, ki so prej spadale pod skupno vrsto V. 
albo-atrum razdelile na tri ločene vrste: V. albo-atrum, V. alfalfae in V. nonalfalfae, izmed 
katerih je bila slednja identificirana kot povzročiteljica blage in letalne oblike verticilijske 
uvelosti hmelja. 
Za vzpostavljanje nadzora in uporabo učinkovitih postopkov preprečevanja širjenja bolezni 
je torej ključnega pomena določanje, identifikacija in ovrednotenje virulence patogenih 
organizmov z namenom hitre in zanesljive detekcije. Klasična diagnostika, ki temelji na 
proučevanju morfologije in testih patogenosti, ne zadostuje pri določanju posameznih vrst 
Verticillium, saj razlikovanje med nekaterimi vrstami, kot so npr. V. albo-atrum, V. alfalfae 
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in V. nonalfalfae, predstavlja izjemno velik izziv. S tem namenom so dandanes v uporabi 
številne genetsko-molekularne metode, ki dopolnjujejo oz. predstavljajo nadgradnjo 
klasičnih pristopov določanja gliv. Ena izmed prvih metod, ki je omogočila razlikovanje 
med predstavniki obravnavanega rodu na ravni DNA, je metoda RFLP oz. polimorfizem 
dolžin restrikcijskih fragmentov (Carder in Barbara, 1991; Jeseničnik, 2014). Ob približno 
istem času se je uveljavilo tudi proučevanje regije ITS (ang. Internal transcribed spacer) 
(Nazar in sod., 1991; Radišek in Javornik, 2011), Colins in sod. (2003) pa so s pomočjo 
metode določanja polimorfizma dolžin pomnoženih fragmentov (AFLP) preučevali 
variabilnost med izolati V. dahliae, z analizo regije IGS (ang. Intergenic spacer) pa uspeli 
razločiti med V. alfalfae, V. nonalfalfae in V. dahliae.  
Med sodobnejše pristope zagotovo spada metoda izotermalnega pomnoževanja z zanko 
(ang. loop-mediated isothermal amplification, LAMP), za katero je značilna amplifikacija 
DNA pri stalni temperaturi z uporabo 2 oz. 3 parov začetnih oligonukleotidov. Metoda 
velja za hitro, učinkovito ter specifično (Notomi in sod., 2000). V primerjavi z nekaterimi 
prej uveljavljenimi molekularnimi metodami detekcije kot je npr. PCR je metoda LAMP 
veliko hitrejša, cenejša, bolj občutljiva in omogoča izvajanje testov detekcije na terenu 
(Lenarčič in sod., 2013). S to tehnologijo so do sedaj uspeli določiti številne karantenske in 
nekarantenske škodljivce rastlin (Lenarčič in sod., 2013), Moradi in sod. (2013) pa so 
uspeli določiti tudi tudi patogene vrste Verticillium dahliae. 
Glavni namen naloge je bil razviti metodo LAMP za detekcijo in identifikacijo gliv V. 
nonalfalfae in V. dahliae, ki povzročata verticilijsko uvelost hmelja in drugih rastlin. 
Učinkovitost razločevanja ter pomnoževanja tarčnih regij na osnovi metode LAMP smo 
preverili in nadgradili z uporabo dveh primerjev LAMP (F3 in B3) na osnovi klasične PCR 
rekacije ter pričakovali da bodo rezultati obeh metod primerljivi, iz tega pa bi lahko 
sklepali o učinkovitosti in zanesljivosti metode LAMP za določanje obravnavanih 
škodljivcev. Poleg razlikovanja med omenjenima vrstama, je naš cilj vključeval še 
razlikovanje med obema patotipoma V. nonalfalfae, ki povzročata blago (PG1) oz. letalno 
(PG2) obliko bolezni. Da bi pridobili boljši vpogled v variabilnost znotraj rodu, smo 
posamezne izolate različnih vrst (V. albo-atrum, V. alfalfae, V. nonalfalfae, V. dahliae, V. 
longisporum, V. nubilum, V. tricorpus in V. isaacii)  analizirali s začetnimi oligonukleotidi, 
specifičnimi za letalno regijo Verticillium nonalfalafae patotip PG2 ter spremljali pojav 
ustreznega PCR fragmenta pri izolatih ostalih vrst Verticillium. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 HMELJ (Humulus sp.) 
 
2.1.1 Taksonomija in razširjenost 
 
Hmelj uvrščamo v rod Humulus, kateri domnevno izvira iz Kitajske, vendar značilne 
predstavnike rodu najdemo tudi v Evropi, Severni Ameriki in drugih predelih Azije, kamor 
se je hmelj razširil tekom evolucije. Ločimo tri glavne vrste hmelja in sicer divji hmelj (H. 
lupulus), japonski (H. japonicus) Sieb. Et Zucc. ter azijski hmelj (H. yunnanensis Hu) 
(Pethybridge in sod., 2008). Divji hmelj (H. lupulus) je bil prvotno najden na severni 
polobli, glede na taksonomijo pa se deli na pet različnih varietet: evropski hmelj (var. 
lupulus), japonski oz. azijski hmelj (var. cordiflorus) in ameriški hmelj, ki pa se deli še na 
tri druge varietete in sicer severozahodno (var. neomexicanus), srednjezahodno (var. 
pubescens) in zahodno (var. lupoloides). Enoletni ali japonski hmelj  (H. japonicus)  je 
značilen za Kitajsko in Japonsko, medtem ko je vrsta H. yunnanensis relativno nepoznana, 
uspevala pa naj bi na višjih nadmorskih višinah Južne Kitajske. Med omenjenimi vrstami 
hmelja je moč opaziti veliko morfoloških in genetskih razlik, vzrok za to pa so različni 
načini reprodukcije. Ker so za hmelj značilne moške in ženske rastline, je verjetnost za 
samooprašitev pri teh rastlinah izredno majhna (Neve, 1991). 
Vsi gojeni kultivarji hmelja (Humulus lupulus L.) izhajajo iz evropskega oz. azijskega 
divjega hmelja. Ker je gojenje odvisno od dnevno-nočnega in temperaturnega režima, je 
hmeljarstvo najbolj razširjeno v Nemčiji, na Češkem, Poljskem, v Sloveniji, Ukrajini, 
Angliji in v ZDA (Pethybridge in sod., 2008). 
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2.1.2 Botanični opis in zgradba hmeljne rastline 
Po botanični klasifikaciji hmelj uvrščamo med dvokaličnice (Magnoliopsida), v red 
koprivovcev (Urticales), ter v družino konopljevk (Cannabaceae) (Rode in sod., 2002). 
Hmelj je zeljnata trajnica, ki je sestavljena iz podzemnih in nadzemnih vegetativnih delov 
ter reproduktivnih organov. Nadzemni deli ob koncu vsake rastne sezone propadejo, 
podzemni deli pa se ohranijo in prezimijo. Hmeljna trta lahko na dan pa zraste kar za 25 
centimetrov, dokler ne doseže končne višine 7 – 9 metrov. V jesenskem času trta dozori in 
odmre pri površju tal (Mihevc, 1992). Listi so lahko trikrpati ali petkrpati, njihova barva in 
velikost pa sta odvisni od starosti, lege na rastlini, okoljskih pogojev, kultivarja in od 
prehrane rastline. Steblo iz nodijev tvori tudi stranjske poganjke, ki so strukturno precej 
podobni steblu in lahko tvorijo še dodatne stranske poganjke. Rastlina lahko občasno tvori 
tudi poganjke, imenovane roparji ali tekači. V zemlji rastejo vodoravno, ko pa zrastejo do 
določene dolžine, pa so sposobni pognati iz tal in se potencialno razviti v samostojno 
rastlino. Tako se razmnožuje divji hmelj, pri gojenih kultivarjih pa je te poganjke potrebno 
razredčiti oziroma odstraniti (Rode in sod., 2002).  
Vsaka hmeljna rastlina lahko tvori zgolj moške ali ženske cvetove. Izjemoma pride do 
pojava rastlin z obema tipoma cvetov (Haunold, 1972 cit. po Rode in sod., 2002). V 
moških cvetovih nastaja cvetni prah, ki ga raznaša veter. Žensko socvetje tvori 40 - 60 
posameznih cvetov, izraščajo pa se iz centralnega vretenca (Šuštar, 1992, cit. po Mandelc, 
2010). Ob dozorevanju ženskega socvetja pride do oblikovanja značilnega storžka (Rode in 
sod., 2002). Le-ti so komercialno najbolj pomemben del hmeljne rastline, saj lupulinske 
žleze storžkov proizvajajo smole, eterična olja, in številne druge industrijsko pomembne 
snovi. Ker je pri žlahtnenju hmelja za komercialno uporabo ključnega pomena sinteza 
večjih količin lupulina, je potrebno oploditev rastline preprečiti, saj je delež omenjene 
snovi precej manjši na račun razvoja semena (Šuštar, 1992 cit. po Mandelc, 2010).  
 
2.1.3 Žlahtnjenje in komercialna uporaba hmelja 
 
Dandanes so metode žlahtnjenja hmelja na posameznih hmeljarskih področjih nekoliko 
različne, saj so odvisne od zastavljenega cilja (Šuštar-Vozlič in sod., 2002). Klonsko 
selekcijo je v večini držav zamenjalo križanje, v ospredje pa vedno bolj prihajajo tudi 
metode rastlinske biotehnologije. Izbira ustrezne metode za žlahtnitelje pomeni večjo 
verjetnost uspešnega pridobivanja na bolezni in škodljivce odpornejših kultivarjev z večjo 
vsebnostjo snovi, ki dajejo pivu željene senzorične lastnosti (Štajner in sod., 2008).  
Čeprav naj bi z gojenjem hmelja na slovenskem ozemlju pričeli že v 12. stoletju, je šele v 
drugi polovici 19. stoletja postal industrijsko zanimiv (Neve, 1991). Od takrat hmelj za 
Slovenijo predstavlja nepogrešljiv kmetijski pridelek, s tem da večinski delež izvažamo v 
tujino. Kljub temu, da je središče pridelave hmelja Savinjska dolina, se pripisuje velik 
pomen regionalnemu žlahtnjenju hmelja, saj se tako kultivarji lažje prilagodijo na 
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specifične pogoje rasti. Pri nas večinoma uspevajo slovenske sorte, zaradi neprilagojenosti 
na rastne razmere. Poskusi kultiviranja tujih sort hmelja so bili do sedaj neuspešni. Glavni 
cilj slovenskih hmeljarjev je vzgoja in gojenje sort z večjo vsebnostjo α-kislin in bolj 
odpornih sort na širok spekter bolezni, na primer glivične bolezni, ki jih povzročajo 
različni sevi rodov Verticillium ali hmeljeva peronospora (Pseudoperonospora humuli) ter 
na škodljivce, na primer listno uš (Phorodon humuli), hmeljevo pršico (Tetranychus 
urticae) in proseno veščo (Ostrinia nubilalis). To bi sicer lahko dosegli z žlahtnjenjem, 
vendar pa je metoda zelo zamudna, saj gre za dolgotrajen postopek.  
Dandanes so zanimivi predvsem storžki hmeljnih rastlin, ki vsebujejo veliko smol, 
eteričnih olj in polifenolov, kateri vplivajo na željene organoleptične lastnosti in dolgo 
obstojnost piva. Pri oblikovanju ustreznega okusa in vonja piva igrajo osrednjo vlogo 
grenčice in aromatične snovi lupulina. Ta nastaja na krovnih listih ženskega socvetja, 
prepoznamo pa ga kot značilen rumenkast prašek (Rode in sod., 2002). Obstojnost piva 
podaljšujejo snovi z antiseptičnim delovanjem, ki preprečujejo razvoj in razmnoževanje 
mlečnokislinskih bakterij in drugih kvarljivcev (Tomšič, 2013, cit. po Kocjan Ačko, 1999). 
Različne zdravilne učinkovine iz hmelja so lahko uporabne še v farmacevtski industriji in 
medicini. Ena izmed teh je spojina imenovana ksantohumol, ki deluje kot antioksidant, 
imela pa naj bi tudi antikancerogene učinke, medtem ko druga, fitoestrogen 8-
prenilnaringenin (hopein), posnema delovanje humanega estrogena. Omenjeni spojini 
imata zato dodano vrednost v farmaciji,  v uporabi so pa tudi ostali hmeljevi ekstrakti z 
biološko aktivnostjo tako v tradicionalni kot tudi sodobni medicini (Chadwick in sod., 
2006). 
2.1.4 Bolezni hmelja 
 
2.1.4.1 Verticilijska uvelost hmelja 
 
Verticilijsko uvelost hmelja povzroča skupina škodljivih gliv, ki jih uvršamo v rod 
Verticillium. Poleg hmelja lahko parazitirajo tudi druge gojene in negojene rastline, 
vključno s pleveli. Iz omenjenega rodu najbolj izstopata Verticillium nonalfalfae in 
Verticillium dahliae, ki povzročata uvelost pri hmelju preko napada prevodnega sistema 
rastline. Za slovenski hmelj največjo nevarnost predstavlja V. nonalfalfae, ki se v naravi 
pojavlja v obliki dveh patotipov. Patotip PG1 povzroča blago obliko obolenja, po katerem 
si lahko rastlina opomore, večji problem pa predstavlja letalni patotip PG2, ki povzroči 
odmiranje rastlin, poleg tega pa zaradi hitre širitve pridelovalce sili v ukrepe kot je krčenje 
nasadov ali celo večletno sanacijo tal. Medtem ko se bolezen ob okužbi z V. nonalfalfae 
pojavlja v dveh oblikah pa V. dahliae na hmelju povzroča le blago obliko obolenja 
(Radišek in sod., 2004, 2006).   
Pojavnost blage oziroma letalne oblike bolezni je poleg virulence patogenega organizma 
odvisna tudi od številnih ekoloških parametrov in občutljivosti kultivarja. Bolezenski 
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znaki, ki spremljajo obe obliki obolenja, vključujejo: (1) rumenenje in venenje listov, ki se 
pričneta pri steblu in nato razširita po celotni dolžini lista;list najprej potemni na območju 
glavnih listnih žil, zato so le te toliko bolj izpostavljene nekrozam v njihovi notranjosti; 
robovi listov se obrnejo navzgor, prizadeti listi pa odpadejo iz hmeljne rastline in (2) 
otekanje in tvorba grobe povrhnjice na steblih ter rjavenje žil. Simptomi se pojavijo zaradi 
vdora gliv preko koreninskega v prevodni sistem rastline, kjer je zaradi glivnega micelija 
onemogočena preskrba rastlinskih celic z vodo. Gliva črpa hranila iz celične stene in 
membrane rastlinskih celic, ki pa se morajo predhodno razgraditi s hidrolitičnimi encimi in 
glikolipidi, katere sprošča patogen. Odmrlo rastlinsko tkivo predstavlja idealen prostor za 
tvorbo trajnih organov, tako pa se lahko gliva s propadom rastline sprosti v zemljo (Guček 
in sod., 2015). Blaga oblika obolenja nastopi v primeru, da je hmeljev kultivar bodisi 
občutljiv in okužen z manj viruletno obliko, bodisi odpornejši in okužen z bolj viruletno 
obliko glive. Ker se intenzivnost blage oblike spreminja v odvisnosti od vremenskih 
dejavnikov, je lahko tudi okužena rastlina v določenih letih na videz zdrava. Prvi simptomi 
bolezni se pojavijo koncu julija oziroma na začetku avgusta, s tem da nekateri deli rastline 
ostanejo neokuženi. Stebla odebelijo, žile na sredini trt pa porjavijo. Kombinacija 
občutljivega kultivarja in močno viruletne glive pa vodi do letalne oblike bolezni, zaradi 
katere rastlina odmre, Okužene rastline, ki preživijo zimo v sledeči sezoni običajno tvorijo 
le nekaj šibkih stebel, ki pa kmalu propadejo. Simptomi se lahko pojavijo tudi v fazi 
razvoja storžkov v primeru, da so se rastline okužile med sezono – v roku dveh do treh 
tednov listi odmrejo in odpadejo, preostali del rastline se posuši. Letalna oblika se od blage 
razlikuje tudi v tem, da razvoj te oblike ni odvisen od vremenskih pogojev.  
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Slika 1: Bolezenska stanja verticilijske uvelosti hmelja. a - bolezenska znamenja na listih; b - blaga oblika 
verticilijske uvelosti, ki se prikazuje v obliki hrapave in razpokane povrhnjice obolele trte; c  - odmrla trta 
brez listja in s posušenimi storžki kot posledica letalne oblike bolezni; d – porjavelo prevodno tkivo trte pri 
blagi obliki bolezni; e – porjavelo prevodno tkivo trte pri letalni obliki bolezni (Radišek, 2005). 
Proti verticilijski uvelosti hmelja lahko ukrepamo zgolj s sajenjem tolerantnih ali odpornih 
kultivarjev, z optimiziranimi postopki pridelovanja in upoštevanjem higienskih ukrepov 
med gojenjem, saj ustreznih fitofarmacevtskih sredstev za zatiranje te bolezni ni na voljo 
(Dolinar in sod., 2002). Pri preprečevanju bolezni pripomore tudi prej omenjena sanacija 
tal, ki vključuje vpeljavo premen z negostiteljskimi rastlinami, razkuževanje tal ter 
uporabo hlapljivih kemičnih snovi imenovanih alelokemikalije za zatiranje škodljivcev 
(biofumigacija). Ključnega pomena je redno in sistematično pregledovanje hmeljnih 
nasadov, saj lahko s hitrim odkrivanjem žarišč preprečimo napredovanje okužb (Guček in 
sod., 2015). 
2.1.4.2 Ostale bolezni hmelja 
 
Zaradi padavin in ustreznih temperatur, so pogoji v Sloveniji ravno optimalni za razvoj 
različnih rodov gliv, ki povzročajo škodo našim hmeljnim kultivarjem. Poleg gliv rodu 
Verticillium spadata tudi hmeljeva pepelovka (Podosphaera macilaris) in hmeljeva 
peronospora (Pseudoperonospora humuli) med najpomembnejše povzročitelje glivičnih 
a b c 
d e 
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bolezni pri hmelju. Hmeljeva peronospora napada vse rastlinske organe in lahko negativno 
vpliva na pridelek (Dolinar in sod., 2002). 
Tudi virusi in viroidi predstavljajo grožnjo hmeljevim kultivarjem po svetu in potencialno 
zmanjšujejo kakovost in količino pridelka. Ko virusi nastopijo v latentni obliki, znaki 
obolenja sicer niso vidni, vseeno pa lahko znižujejo kakovost hmelja in povzročijo propad 
nasada. Okužbo z virusi kasneje spremljajo očitni znaki obolenja kot so nekroze in 
raztrganost listov (Dolinar in sod., 2002). Najpomembnejša hmeljeva virusa sta virus 
mozaik jablane (ApMV) in virus nekrotične obročkaste pegavosti (PNRSV). Čeprav imata 
največji učinek na znižanje kakovosti in velikosti pridelka, se na slovenskih kultivarjih 
običajno ne tvorijo nekroze ali druga znamenja okužbe. Tudi znakov, ki jih povzročata 
virus mozaik hmelja (HMV) in latentni virus hmelja (HLV), ni bilo možno zaslediti v 
slovenskih nasadih hmelja. Omenjena virusa prenaša hmeljeva listna uš, kar lahko sicer 
pospeši ponovno okužbo rastline, vendar kljub prisotnosti hmeljevega mozaika v naših 
kultivarjih, le-ta slovenskemu pridelku ne predstavlja grožnje. Od viroidov so 
problematični latentni viroid hmelja (HLVd), ki je bil najden tudi na slovenskemu hmelju, 
viroid zakrnelosti hmelja (HSVd) in viroid razpokanosti lubja citrusov (CBCVd) (Dolinar 
in sod., 2002; Pethybridge in sod., 2008; Jakše in sod., 2015). 
Med škodljivce, ki lahko povzročajo neželjene posledice na hmelju, spada več vrst žuželk 
kot so npr. hmeljeva listna uš (Phorodon humuli), navadna (hmeljeva) pršica (Tetranychus 
urticae), koruzna (prosena) vešča (Ostrinia nubilalis), hmeljev bolhač (Psylliodes 
attenuatus), rilčkarji (Curculionidae sp.), ki ogrožajo hmelj in lucerno, itn. Ostali 
škodljivci, npr. polži, voluharji, gosenice hmeljevega stebelnega zavrtača in ličinke sovk, 
pa niso tako pogosti oz. se pojavljajo le v določenih mesecih (Hmelj; od sadike do 
storžkov, 2012).  
2.2 GLIVE RODU Verticillium 
 
2.2.1 Taksonomska uvrstitev in nomenklatura 
 
Rod Verticillium je leta 1816 prvi opisal nemški mikolog Nees von Esenbeck. Ker so 
konidiofori teh gliv vretenaste oblike, je bilo ime izpeljano iz besede verticillus, kar 
pomeni vretence v latinskem jeziku (Hoffman, 1854). Zaradi izjemne heterogenosti rodu in 
neraziskanih teleomorfnih oblik, taksonomska uvrstitev še dandanes predstavlja velik izziv 
(Radišek in sod., 2011).  
Taksonomske raziskave rodu Verticillium so vodile do spoznanja, da gre za izrazito 
polifiletično skupino gliv, kar pomeni, da predstavniki izhajajo iz večih prednikov. Spolne 
oblike znotraj rodu niso bile odkrite, zato so bile taksonomske uvrstitve sprva opravljene 
na podlagi morfoloških karakteristik. Glive so sprva uvrstili v skupino Deuteromycota, v 
razred Hypomycetes in red Hyphomycetales ter družino Moniliaceae. Ker je bilo pri teh 
glivah v številnih taksonomskih raziskavah moč opaziti številne razlike, so bile 
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vzpostavljene štiri morfološko ločene sekcije znotraj družine Moniliaceae, z enim ali 
večimi predstavniki (vrstami). Tako sta bili zaradi značilne tvorbe melaniziranih trajnih 
organov vrsti V. albo-atrum in V. dahliae uvrščeni v sekcijo Nigrescentia. Seveda pa je 
potrebno upoštevati, da so bile prvotne taksonomske analize opravljene na podlagi 
proučevanja morfologije, ko pa so v ospredje prišle multigenske analize pa je bila 
vzpostavljena nova taksonomska razvrstitev obravnavanega rodu talnih patogenov, ki so 
bili uvrščeni v poddeblo Pezizomycotina, razred Sordariomycetes, podrazred 
Hypocreomycetidae, red Hypocreales in nižje v družino Plectosphaerellacae (Marton in 
Radišek, 2015). 
Leta 2011 je raziskovalna skupina, ki jo sestavljajo Inderbitzin in sod., na osnovi analiz 
DNA, preučevanja morfologije in gostiteljske specifičnosti, vzpostavila novo taksonomsko 
razvrstitev obravnavanega rodu gliv. Zaradi velike variabilnosti so bile glive, ki so prej 
predstavljale skupno vrsto V. albo-atrum razdeljene na tri različne vrste, in sicer V. albo-
atrum sensu lato, ki parazitira krompir, V. alfalfae, ki jo najdemo na lucerni in V. 
nonalfalfae, za katero je značilen širši nabor gostiteljskih rastlin, tudi hmelj. Tudi V. 
tricorpus so razdelili na tri nove vrste – V. tricorpus, V. isacii in V. klebhanii. Vrste V. 
dahliae, V. longisporum ter V. nubilum pa so ostale nerazdeljene (Inderbitzin in sod., 2011, 
2013). 
Omenjenih 10 vrst gliv, ki se med seboj razlikujejo glede na gostitelja, sestavlja rod 
Verticillium sensu stricto (Inderbitzin in sod., 2013). Med hmeljeve patogene uvrščamo le 
V. dahliae in V. nonalfalfae, s tem da je bil kot povzročitelj nove bolezenske oblike 
identificiran zelo viruletnen patotip V. nonalfalfae, PG2 (Radišek in sod., 2003; 2004; 
2006). Zaradi širokega spektra kmetijsko pomembnih gostiteljskih rastlin kot so hmelj, 
kivi, špinača, paradižnik, paprika, jajčevec in krompir (Kasson in sod., 2015), ki jih 
parazitira gliva V. nonalfalfae, je določanje izolatov le-te pridobilo na pomenu. 
Uporabljene metode določanja V. nonalfalfae pa temeljijo na proučevanju morfologije, 
patogenih testih ter molekularnih analizah (Marton in Radišek, 2015). 
2.2.2 Morfološke značilnosti 
 
Kot že omenjeno se posamezne vrste gliv znotraj rodu Vericillium med seboj razlikujejo po 
številnih morfoloških karakteristikah, na podlagi katerih so jih do nedavnega razlikovali 
med seboj ter jih razvrščali po skupinah. Tako sta npr. vrsti V. albo-atrum in V. dahliae 
spadali v isto sekcijo (Nigrescentia), predstavnike pa prepoznamo po značilnih 
melaniziranih trajnih organih. S pomočjo le-teh lahko gliva preživi v tleh tudi več let, 
navkljub neugodnim okoljskim razmeram. Ko je bilo ugotovljeno, da obstajajo precej 
velike razlike ravno pri trajnih organih, pa sta bili omenjeni skupini obravnavani kot dve 
ločeni vrsti. Mikrosklerocij, ki ga tvorijo glive V. dahliae zraste do velikosti od 15 do 100 
µm,  je temno rjave oziroma črne barve, nastane pa z nabrekanjem hif ter s procesom 
septiranja in povečanja celic, na novo nastale celice pa dobijo lateralno obliko (Fradin in 
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Thomma, 2006). Za glive, ki so se po nedavni klasifikaciji uvrščale v skupno vrsto  – V. 
albo-atrum, je tudi značilen temno rjav oziroma črn micelij, ki pa nastane ob združevanju  
od 3 do 7 µm širokih melaniziranih nabreklih hif (Radišek, 2001).  
Pri taksonomski reviziji rodu Verticillium, ki so jo leta 2011 opravili Inderbritzin in sod., 
so bile ugotovljene ključne razlike v morfologiji med posameznimi na novo 
vzpostavljenimi vrstami. Ob preučevanju struktur micelija oziroma njegovih sestavnih 
delov po rasti na krompirjevem dekstroznem agarju, so opazili, da vrsta V. nonalfalfae 
tvori temen trajni micelij z rjavo obarvanimi hifami, ne tvori pa mikrosklerocija. Za njene 
kolonije navajajo da so sprva bele, kasneje pa ravno zaradi razvoja trajnih organov pričnejo 
temniti. Pri gojenju izolatov te vrste so opazili zračni micelij v obliki šopov. Gladke hife 
merijo 1,5 – 3 µm, iz njih pa se razraščajo pokončni ali poštevni 70 – 570 µm dolgi 
konidiofori z razvejano ali nerazvejano strukturo. Okoli konidiofor je razporejenih 2 – 6 
konidiogenih celic (fialide),  ki so razporejene v strukture imenovane vretenca, ki so me 
seboj oddaljena 50 – 160 µm. Kodji so hialinski, imajo gladko celično steno in so 
cilindrične oblike z okroglimi oz. ovalnimi vrhovi. Tudi pri V. dahlie so opazili, da 
kolonije, ki so sprva bele, naknadno potemnijo. Hife zračnega micelija imajo gladko 
celično steno, v širino pa merijo 1,5 – 4 µm. Tudi konidiofori V. dahlie so lahko razvejani 
ali nerazvejani, v dolžino pa merijo 80 – 800 µm. Na  50 – 100 µm oddaljena vretenca je 
razporejenih največ 10 fialid, občasno pa se iz vegetativnih hif tvorijo samostojne fialide. 
Mikrosklerocij je sestavljen iz rjavo obarvanih celic ovalne oblike. 
 
Slika 2: Morfološke lastnosti vrste Verticillium nonalfalfae. a - micelij po 14 dneh (pogled od zgoraj); b - 
micelij po 14 dneh (pogled od spodaj); c - razvejani konidiofori po 13 dneh; d – sekundarno razvejanje 
konidiofora po 13 dneh; e – fialida po 13 dneh; f – konidiji po 31 dneh; g – trajni micelij po 18 dneh; h – hife 
trajnega micelija znotraj debele celične stene po 18 dneh; i – hife trajnega micelija po 18 dneh (Inderbitzin in 
sod., 2011). 
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2.2.3  Fiziološka specializacija in razvoj novih patotipov 
 
Znotraj rodu Verticillium je malo vrst takšnih, ki so omejene le na eno sorto gostiteljskih rastlin. 
Primer takšnih gliv sta sicer V. albo-atrum sensu stricto, ki ogroža krompirjeva polja ter V. alfalfae, 
izolirana iz lucerne. Analize patogenih testov nakazujejo, da so izolati iz lucerne patogeni zgolj za 
lucerno, pri drugih rastlinah pa ne povzročajo bolezni, velja pa tudi obratno, da izolati, ki so 
patogeni za druge sorte gostiteljskih rastlin, niso nevarni za lucerno. Po drugi strani pa je večina 
gliv iz tega rodu specializiranih za relativno širok nabor gostiteljev. Pri izolatih V. nonalfalfae in V. 
dahliae so bile dokumentirane različne stopnje patogenosti, ta pa je odvisna še od kombinacije 
gostiteljske rastline in izolata (Bhat in Subarao, 1999, cit. po Radišek in Javornik, 2011). V 
hmeljevih nasadih največ škode povzročata prej omenjeni vrsti, poleg hmelja pa V. nonalfafae 
parazitira še krompir, špinačo, petunijo, paradižnik, veliki pajesen, javor, kivi, aralije, šipek in 
jajčevec, V. dahliae pa številne rastlinske družine kot so: javorovke, ščirovke, octovke, bršljanovke, 
makovke, metuljnice, oljkovke in nekatere druge (Marton in Radišek, 2015). 
V slovenskih hmeljiščih se je blaga oblika hmeljeve uvelosti pojavila leta 1974, virulenten 
patotip glive, ki povzroča letalno obliko hmeljeve uvelosti, pa je bil takrat identificiran le v 
Angliji. Patotip PV1 je bil v tistem času še vedno obravnavan kot V. albo-atrum. Do 
izbruha letalne oblike bolezni na slovenskih tleh je prišlo leta 1997, povzročila pa je veliko 
gospodarsko škodo, v kateri je bilo prizadetih približno 180 ha hmeljevih nasadov, od teh 
jih je bilo uničenih približno 90ha.. Posledice gospodarske škode so zahtevale izvedbo 
novih in bolj natačnih analiz patogena. Le-te so vodile do spoznanja, da letalno obliko 
verticilijske uvelosti pri hmelju povzroča zelo virulenten patotip V. nonalfalfae PG2. Sprva 
so predvidevali, da se je slovenski letalni patotip razvil iz angleškega ob prenosu sadilnega 
materiala. Oba namreč kažeta enako stopnjo virulentnosti, vendar so Radišek in sod. 
(2003) s pomočjo analiz AFLP pokazali možen neodvisen razvoj slovenskega letalnega 
patotipa, ki se je v Sloveniji pojavil kot posledica selekcijskega pritiska neviruletnega 
patotipa PG1, na katerega so bili hmeljevi kultivarji odporni. V primerjavi z V. nonalfalfae 
je znotraj V. dahliae več fiziološko specializiranih skupin gliv. Najbolj razširjena skupina 
povzroča blago ali letalno obliko bolezni bombaža. Obolenje slednjega pa lahko 
potencialno vodi do navzkrižne okužbe oljk, pri katerih se kažejo enaka znamenja obolenja 
kot pri bombažu, ki so inducirana s strani različno virulentnih patotipov P1 in P2 (Perez-
Artes in sod., 2000). 
2.2.4 Razvojni cikel 
 
Glive rodu Verticillium se razmnožujejo nespolno, njihov življenjski cikel pa vključuje tri 
pomembne stopnje razvoja in sicer: dormantno, parazitsko in saprofitsko (Fradin in 
Thomma, 2006). Gliva lahko pozimi zaradi svojih trajnih organov preživi kar v tleh na 
odmrlih ostankih gostiteljskih rastlin. Klitje trajnih organov je induciran s prisotnostjo 
rastlinskih izločkov z visoko vsebnostjo ogljikovih in dušikovih spojin, ki v tla prehajajo 
preko korenin gostiteljskih in negostiteljskih rastlin. Tako klitje trajnih organov kot tudi 
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okužba in kolonizacija rastline so odvisni od ugodnih okoljskih pogojev, ki glivi 
omogočajo pričetek novega razvojnega cikla. Do ponovne vzpostavitve optimalnih 
pogojev organizem v dormantnem stanju biva v tleh. Glivi V. nonalfalfae preživetje 
omogoča trajni micelij, medtem ko lahko V. dahliae tudi v odsotnosti gostiteljske rastline 
zaradi tvorbe mikrosklerocija preživi tudi do 13 let (Pegg in Brady, 2002).  
Dormantni fazi sledi parazitska, ki se prične z okužbo korenin, ki se nahajajo v neposredni 
bližini. Glive lahko s svojimi hifami in konidiji prodrejo tako v poškodovane kot tudi 
zdrave korenine in se tako naselijo v prevodnem sistemu rastline (ksilemu), kjer nadaljna 
tvorba konidijev in transpiracijski tok glivam omogočata širjenje in kolonizacijo rastline. 
Konidiji se na tistih mestih, kjer perforacija žilnih struktur ni popolna, ujamejo in razvijejo 
v micelij (Fradin in Thomma, 2006). Ob propadu rastline se gliva naseli še v ostale 
rastlinske strukture in tako vstopi v saprofitsko fazo. Za slednjo je značilna kolonizacija 
korenin in poganjkov in s tem tvorba trajnih organov, na račun katerih se lahko glive 
obravnavanega rodu prebijejo skozi hladnejša obdobja v letu (Radišek, 2001). 
2.2.5 Genetska raznolikost znotraj rodu Verticillium 
 
Kot že omenjeno, lahko pri preučevanju gliv rodu Verticillium naletimo na veliko 
variabilnost, ki se odraža v različni stopnji patogenosti in širokem spektru gostiteljskih 
rastlin. Iz tega razloga se je veliko število raziskav usmerilo v razvoj metod za detekcijo, 
kvantifikacijo in identifikacijo vrst obravnavanega rodu (Inderbitzin in sod., 2013). 
Spremembe na ravni genoma predstavljajo poglavitni vzrok za tako visoko stopnjo 
variabilnosti znotraj tega rodu. Glive Verticillium se razmnožujejo nespolno, zato se je 
veliko število raziskovalnih skupin pri proučevanju variabilnosti osredotočilo na 
paraseksualni cikel, pri katerem gre za združevanje somatsko kompatibilnih hif. Pojav je 
možen le pri glivah s komplementarnimi genotipi in spadajo v isto skupino vegetativne 
kompatibilnosti (ang. vegetative compatibility group, VCG). Razvrščanje po teh skupinah 
predstavlja enega izmed prvih načinov ločevanja med vrstami tega rodu (Marton in 
Radišek, 2015). Združevanju hif sledi prenos jeder in nastanek večjedrne celice. Jedra se 
nato združijo, nastane pa heterozigotno diploidno jedro, ki pa je lahko v procesu mitotičnih 
delitev podvrženo številnim nepravilnostim kot so mutacije in rekombinacije. Kakšen vpliv 
pa bodo imele te nepravilnosti na medvrstno variabilnost, pa je odvisno od dednosti 
genetskih sprememb, ploidnosti, velikosti dane populacije ter navsezadnje, lastnosti 
organizma (Radišek in Javornik, 2011). 
Seveda pa obstaja precejšnja verjetnost, da sta dve vrsti inkompatibilni, kar pomeni, da 
nimata homolognih genov. Primer tega so izolati, ki so po prejšnji klasifikaciji spadali pod 
skupno vrsto V. albo-atrum. Znotraj le-te sta bili potrjeni dve skupini VCG - prva 
parazitira lucerno, drugo skupino pa predstavljajo izolati, ki povzročajo okužbe na hmelju 
ter ostalih gostiteljskih rastlinah. Izmenjava genetskega materiala torej ni možna med 
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vsemi izolati znotraj rodu, posledično pa je tudi združevanje hif onemogočeno na račun 
nehomolognih genomov med določenimi vrstami (Radišek in Javornik, 2011).  
Razumevanje genetske diverzitete gliv Verticillium je dandanes nekoliko lažje, saj je bila 
narejena nova taksonomska razvrstitev, opisanih pa pet novih vrst tega rodu (Inderbitzin in 
sod., 2011, 2013). Primer tega sta vrsti V. alfalfae in V. nonalfalfae, ki ju zgolj po 
morfoloških karakteristikah težko ločimo med seboj ter od vrste V. albo-atrum, kar tudi 
pojasni zakaj so bile omenjene tri skupine dolgo časa obravnavane kot ena vrsta s skupnim 
imenom V. albo-atrum (Inderbitzin in sod., 2013). Poleg skupin vegetativne 
kompatibilnosti je pomemben parameter, ki pripomore k determinaciji omenjenih vrst še 
patogenost. Izolati, ki so do nedavnega spadali v posamezne VCG, so danes obravnavani 
kot ločene vrste. Razlikovanje na podlagi morfologije torej ni zadostnen pristop pri 
ločevanju V. nonalfalfae od ostalih vrst in razlikovanju med obema patotipoma, ki 
povzročata hmeljevo uvelost. Potrebno je upoštevati, da se za identifikacijo ključne 
lastnosti v laboratorijskih pogojih pogosto izgubijo, problematična pa je tudi odsotnost 
opaznih morfoloških razlik med nekaterimi vrstami. Ključnega pomena je torej 
proučevanje in določevanje razlik med vrstami na ravni DNA, kar omogočajo molekularne 
in ostale biotehnološke metode (Marton in Radišek, 2015). 
2.2.5.1 Molekularno genetski pristopi za določanje fitopatogenih gliv rodu Verticillium 
 
Nadgradnja klasične diagnostike, katera temelji na razlikah v morfologiji in patogenih 
testih, igra ključno vlogo pri zagotavljanju zanesljivih in hitrih rezultatov, posledično pa 
omogoča lažji nadzor ter preprečevanje bolezni z ustreznimi fitosanitarnimi prijemi in 
metodami žlahtnjenja (Guček in sod., 2015; Radišek in sod., 2003). Začetki proučevanja 
variabilnosti znotraj rodu Verticillium s pomočjo molekularnih tehnik segajo v leto 1991, 
ko sta angleška raziskovalca Carder in Barbara na podlagi polimorfizma dolžin 
restrikcijskih fragmentov (RFLP) določila razliko med izolati iz lucerne ter izolati iz 
ostalih gostiteljskih rastlin. Istega leta so Nazar in sod. (1991) z določitvijo zaporedja ITS 
(ang. Internal Transcribed Spacer) V. alfalfae in V. dahliae ugotovili, da obstaja določena 
stopnja nehomolognosti regij ITS1 in ITS2 med omenjenima organizmoma. Tudi dandanes 
analiza omenjenih regij jedrne rDNA predstavlja eno izmed najpogostejših metod 
identifikacije različnih rodov gliv (Guček in sod., 2015; Jeseničnik, 2014). Kot 
komplementarno analizam regij ITS se pogosto uporablja metodo določanja polimorfizma 
dolžin pomnoženih fragmentov (AFLP), pri kateri lahko na podlagi različno dolgih 
fragmentov DNA po reakciji PCR določamo razlike med posameznimi izolati ter 
identificiramo vrste. Dober primer je razvoj vrstno-specifičnih začetnih oligonukleotidov, 
ki so bili osnovani na podlagi analize AFLP, uporabnih pri identifikaciji viruletnega 
patotipa V. nonalfalfae PG2, ki v Sloveniji povzroča letalno obliko verticilijske uvelosti 
hmelja (Radišek in sod., 2003). Z analizo AFLP ter specifičnimi začetnimi oligonukleotidi 
so se ukvarjali tudi Colins in sod. (2003), ki so opazili veliko variabilnost med izolati V. 
dahliae, ki parazitirajo različne gostiteljske rastline (Marton in Radišek, 2015).  
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Poleg genskega kompleksa znotraj jedrne ribosomske DNA (rDNA) je bila velika 
variabilnost znotraj rodu Verticillium potrjena tudi v regiji IGS (ang. intergenic spacer) oz. 
nukleotidnem zaporedju medgenskega vmesnika ribosomalne RNA. Za omenjene regije je 
značilna visoka stopnja polimorfizma tako znotraj vrst kot tudi med posameznimi vrstami. 
Podponovitve regij IGS so tako omogočile razlikovanje med vrstami V. alfalfae, V. 
nonalfalfae ter V. dahliae (Colins in sod., 2003), analiza teh regij pa lahko služi tudi kot 
podlaga za razlikovanje med skupinami VCG znotraj ene vrste. Proučevanje tega genskega 
kompleksa lahko potencialno vodi do lažjega razlikovanja ter filogenetskih analiz 
podskupin V. dahliae (Papaioannou in sod., 2013). 
Eno izmed najbolj uveljavljenih laboratorijskih metod detekcije in identifikacije zagotovo 
predstavlja verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR). Gre za 
enostavno tehniko in vitro pomnoževanja specifičnih sekvenc DNA ali RNA, zaradi 
aplikativne narave metode pa se je uveljavila na večih področjih: v medicini, diagnostiki, 
kloniranju in sekvenciranju genov ter v genomiki (Garibyan in Avashia, 2013). Za 
pomnoževanje tarčnih regij z reakcijo PCR je na voljo več različnih polimeraz, vredna 
omembe pa je Taq polimeraza iz bakterije Thermus aquaticus. Gre za termostabilen encim, 
odporen tudi na visoke temperature, ki spremljajo korak denaturacije DNA (The 
polymerase chain reaction ..., 1991). Ker je metoda izjemno občutljiva, lahko potencialno 
privede do ogromnega števila pomnoženih kopij specifičnih fragmentov DNA, uporabnih 
za sekvenciranje, kloniranje ter različne analize, ki omogočajo identifikacijo organizma, 
vrste ali drugega. Glavna omejitev uporabe PCR so lažno negativni ali lažno pozitivni 
rezultati – prvi lahko nastopijo zaradi prisotnosti inhibitorjev reakcije PCR, ki se lahko 
nahajajo v vzorcih poleg izolirane DNA, drugi pa kot posledica kontaminacije vzorcev s 
tujim genskim materialom. Poleg tega pa je lahko vzrok za neželene rezultate tudi 
nespecifično prileganje začetnih oligonukleotidov ter insercij napačnih nukleotidov v PCR 
produkte (Garibyan in Avashia, 2013). 
O uporabi metode PCR pri določanju fitopatogenih gliv rodu Verticillium so poročale že 
številne raziskovalne skupine, najbolj aktualna pa je študija, ki so jo leta 2013 opravili 
Inderbitzin in sod.  Omenjena skupina je že leta 2011 definirala deset novih vrst in tako 
vzpostavila novo taksonomsko razvrstitev rodu Verticillium, ki je bil nato preimenovan v 
Verticillium sensu stricto (Inderbitzin in sod., 2011, 2013). Zadnja revizija v taksonomiji 
obravnavanega rodu pa je zaradi težavne karakterizacije na podlagi morfoloških 
karakteristik zahtevala tudi razvoj ustreznih molekularnih metod za lažjo identifikacijo in 
ločevanje med posameznimi vrstami. Razvitih je bilo enajst enostavnih PCR in štiri 
hkratne PCR teste, ki omogočajo razlikovanje med vsemi desetimi vrstami rodu 
Verticillium. Za doseganje zanesljivih in ponovljivih rezultatov reakcij PCR, so bili razviti 
tudi vrstno specifični začetni oligonukleotidi. Le-ti so bili osnovani na podlagi poravnav 
nukleotidnih zaporedij petih različnih lokusov in sicer: regije ITS, kodirajoče in 
nekodirajoče regije za aktin (ACT), elongacijski faktor 1-alfa (EF), gena za gliceraldehid-
3-fosfat dehidrogenazo (GPD) ter gena za triptofan sintazo (TS). Vsak par začetnih 
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oligonukleotidov, ki je specifičen za točno določeno vrsto gliv rodu Verticillium, se med 
reakcijo PCR prilega na eno izmed omenjenih sekvenc. Tako tarčni lokus za začetna 
oligonukleotida Aaf/AaTr predstavlja regija ACT in omogoča identifikacijo vrste V. albo-
atrum, par AlfF/AlfDr1 s prileganjem na regijo GPD omogoča identifikacijo V. alfalfae, 
NoF/NoNuR sta specifična za V. nonalfalfae, regije TS, Df/Dr pa za V. dahliae, regije ITS 
(Inderbitzin in sod., 2013).  
2.3 UPORABA METODE Z ZANKO POSREDOVANEGA IZOTERMALNEGA 
POMNOŽEVANJA (LAMP) ZA DOLOČANJE GLIV RODU Verticillium 
 
Prizadevanje za razvoj ustreznih genetsko molekularnih metod za hitro identifikacijo, 
diagnostiko in ločevanje med vrstami rodu Verticillium poteka že od začetka devetdesetih 
let prejšnjega stoletja. Kljub odmevnim uspehom metodoloških pristopov iz leta 2013, 
(Inderbritzin in sod.), pa v ospredje vedno bolj prihajajo nove metode določanja obravanih 
škodljivcev hmelja in drugih gospodarsko pomembnih rastlin. Med novejše lahko zagotovo 
uvrstimo metodo izotermalnega pomnoževanja z zanko (ang. loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP), za katero je značilna amplifikacija DNA pri stalni temperaturi, 
odlikujejo pa jo hitrost, učinkovitost ter specifičnost (Notomi in sod., 2000).  
Obravnavana tehnologija se je že izkazala kot uporabno orodje za diagnostiko nekaterih 
karantenskih in nekarantenskih organizmov, ki povzročajo bolezni rastlin (Lenarčič in 
sod., 2013). Primeri takšnih organizmov so viroidi iz rodu Pospiviroid (Lenarčič in sod., 
2013) ter krompirjev virus Y (Nie, 2005), bakteriji Erwinia amylovora (Buhlman in sod., 
2013) in Xanthomonas arboricola (Buhlman in sod., 2012) ter številne fitoplazme 
(Hodgetts in sod., 2011) kot je npr. povzročiteljica zlate trsne rumenice – fitoplazma FDf 
(Kogovšek in sod., 2015). Dostopni so tudi testi LAMP za določanje nematode, ki 
povzroča borovo uvelost (Bursaphelenchus xylophilus) (Kikuchi in sod., 2009) ter 
nekaterih gliv in sicer: Botrytis cinerea (Tomlinson in sod., 2010), vrste rodu Phytophtora  
(Tomlinson in sod., 2010) ter za vrsto Alternaria solani (Khan in sod., 2018). Test LAMP 
je bil uporabljen tudi za identifikacijo različnih patotipov vrste V. dahliae. Uporabljeni so 
bili specifični začetni oligonukleotidi, ki so bili izdelali na podlagi že poznanih RAPD 
(ang. Random Amplified Polymorphic DNA) markerjev za to vrsto. Škodljivec je bil 
identificiran že v vzorcih zemlje, se pravi, da prehodni koraki čiščenja DNA niso bili 
izvedeni. Slednji so namreč pomemben predpogoj pri klasičnih reakcijah PCR (Moradi in 
sod., 2013).  
Kot omenjeno, je temperatura eden izmed ključnih parametrov, ki metodo LAMP ločuje od 
nekaterih drugih molekularnih tehnik, kot je PCR. Med samim pomnoževanjem DNA se 
temperatura giblje med 60°C in 65°C in ostane nespremenjena do konca reakcije (Notomi 
in sod., 2000). Temperaturni razpon je optimalen za delovanje encima Bst polimeraze. 
Encim deluje tako, da katalizira sintezo nove enoverižne (matrične) DNA, hkrati pa 
izpodriva drugo verigo DNA. Razlika med Taq polimerazo, ki se uporablja pri reakciji 
PCR ter Bst polimerazo je ta, da je slednja veliko bolj odporna na različne komponente, ki 
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izhajajo bodisi iz rastlinskega materiala in zemlje, bodisi iz drugih snovi v vzorcu, katere 
na Taq polimerazo navadno učinkujejo inhibitorno (Moradi in sod., 2013).  
Mehanizem delovanja metode LAMP temelji na uporabi dveh ali treh parov začetnih 
oligonukleotidov, ki skupaj s polimerazo Bst sodelujejo pri tvorbi novih fragmentov 
dednega zapisa preiskovanega organizma. Posebnost LAMP metode je delovanje 
polimeraze Bst, ki omogoča samopomnoževanje in izpodrivanje DNA skupaj z začetnimi 
oligonukleotidi, oblikovanimi na poseben način. Začetni koraki reakcije vključujejo 
delovanje štirih glavnih začetnih oligonukleotidov, od katerih dva tvorita par zunanjih 
začetnih oligonukleotidov (F3 in B3), preostala dva pa par notranjih začetnih 
oligonukleotidov (FIP in BIP). Slednja sta odgovorna za samo iniciacijo reakcije, medtem 
ko sta F3 in B3 vpletena pri vseh nadaljnih korakih sinteze in izpodrivanja DNA. Pri tem 
pomembno vlogo igra sama sestava obeh notranjih začetnih oligonukleotidov - vsakega v 
paru namreč tvorita dve oligonukleotidni zaporedji, ki sta orientirani smiselno ali 
protismiselno glede na DNA matrico. FIP je sestavljen iz zaporedja F1c in zaporedja F2, ki 
je komplementarno zaporedju F2c, BIP pa vsebuje zaporedje B1c, ki je komplementarno 
zaporedju B1 in zaporedje B2. Reakcija se prične s prileganjem notranjega 
oligonukleotidnega začetnika FIP na komplementarno zaporedje F2c na tarčni DNA (Slika 
3, korak 1). Zunanji začetni oligonukleotid F3, ki je za nekaj baznih parov krajši in se v 
reakcijski mešanici nahaja v nižji koncentraciji kot FIP, pa je s prileganjem na 
komplementarno zaporedje F3c skupaj s polimerazo vpleten v proces izpodrivanja ene in 
sinteze druge verige DNA (Slika 3, korak 4). Komplementarna veriga, na katero je vezan 
FIP, se sprosti in na enem koncu tvori zanko (Notomi in sod., 2000). Nastajanje zank 
pripomore k samodejnemu pomnoževanju DNA ter vzdrževanju aktivnosti reakcije LAMP, 
oblikuje se pa na račun komplementarnih zaporedij F1 na DNA in F1c, ki ga vsebuje FIP 
(Nagamine in sod., 2002 in Notomi in sod., 2000). Ta enoverižna struktura postane tarča 
BIP, ki sodeluje pri sintezi komplementarne DNA verige. Sledi vezava B3 na regijo B3c, 
kar sproži sintezo nove komplementarne in izpodrivanje z BIP sintetizirane verige DNA, 
kar izvrši Bst polimeraza (Slika 3, korak 2). Z vezavo dveh komplementarnih verig nastane 
dvoverižna molekula DNA, medtem ko enoverižna molekula, na katero sta vezana notranja 
začetna oligonukleotida, kot matrica služi še v nadaljnih korakih cikličnega pomnoževanja 
DNA. Zaradi komplementarnosti zaporedij B1 in B1c ter F1 in F1c molekula tvori 
značilno strukturo, ki jo imenujemo ročka (Slika 3, korak 6). Korake cikličnega 
pomnoževanja spremlja izmenično samopomnoževanje in izpodrivanje DNA, procesa pa 
vplivata na spremembo strukture ročke v strukturo zanke (Slika 3, koraki 6 – 10). Na 
slednjo se veže FIP (Slika 3, korak 10), polimeraza pa katalizira sintezo nove 
komplementarne verige, obenem pa sprošča še eno samopomnoženo kopijo tarčnega 
zaporedja, na katero se veže BIP (Slika 3, korak 11). Ta veriga se ob vezavi 
komplementarnih zaporedij B1 in B1c zvije v zanko na 3'-koncu, nato pa gre skozi proces 
samopomnožitve in sicer od regije B1 do 3'-konca. Procesu cikličnega pomnoževanja sledi 
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hitra rast novo nastajajoče verige (elongacija), katero tvori več zankam podobnih struktur 
(Slika 3, koraki 12 - 14) (Notomi in sod., 2000). 
Poleg zunanjih in notranjih začetnih oligonukleotidov, lahko pri LAMP reakciji uporabimo 
še dodaten par, ki ju imenujemo začetna oligonukleotida zanke (LoopF in LoopB). Njuno 
delovanje lahko potencialno pospeši reakcijo in poveča občutljivost metode, vendar pa 
njuna prisotnost v reakcijski mešanici za uspešen potek LAMP reakcije ni nujna. Začetna 
oligonukleotida se vežeta na zaporedje med F2 in F1 (ali B1 in B2) v smeri od F1 do F2 
(ali od B1 do B2). Podobno kot notranja začetna oligonukleotida, se tudi LoopF in LoopB 
specifično vežeta na zanke in sta vpletena v proces sinteze in izpodrivanja enoverižnih 
molekul DNA, za razliko od FIP in BIP pa sodelujeta le pri korakih elongacije kot je 
prikazano na Sliki 4 (rdeče puščice) (Nagamine in sod., 2002).  
 
Slika 3: Shematski prikaz reakcije LAMP (Nagamine in sod., 2002). 
18 
Grgič Z. Razvoj metode z zanko posredovanega ... za določanje gliv rodu Verticillium. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
 
Slika 4: Shematski prikaz reakcije LAMP s tretjim parom začetnih oligonukleotidov. Rdeče puščice 
prikazujejo korake, v katerih sodelujeta LoopF in LoopB (Nagamine in sod., 2002). 
Tako pri LAMP kot tudi klasičnih molekularnih metodah detekcije in identifikacije kot je 
PCR, ne gre zanemariti pomena vizualizacije rezultatov. To lahko opravimo z uporabo 
agarozne gelske elektroforeze, s spremljanjem spremembe barve ob uporabi barvila kot je 
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bromfenol modro ali pa lahko preprosto spremljamo nastanek oborine v epicah z 
reakcijsko mešanico in vzorcem. Na osnovi spremembe v turbidimetriji po reakciji LAMP, 
lahko prisotnost produktov zaznavamo tudi s spektrofotometrom. Možna je tudi detekcija s 
pomočjo interkalirajočih fluorescenčnih barvil, kar nam zaradi vezave na dvojnovijačno 
DNA poda informacijo o količini novonastalih pomnožkov. Na trgu so na voljo tudi 
številni hitri testi detekcije, npr. LFD test (ang. lateral flow device) ter različne naprave, ki 
poleg same izvedbe testa omogočajo še odčitavanje rezultatov (Genie II). Kombinacija 
hitrih in specifičnih rezultatov, ki jih omogoča metoda LAMP ter številnih razpoložljivih 
testov za hitro reakcijo in vizualizacijo ima velik potencial učinkovite detekcije neželenih 
mikroorganizmov kar na terenu (Lenarčič in sod., 2013 in Kogovšek in sod., 2015). V 
primerjavi s klasično metodo PCR je metoda LAMP bolj občutljiva in uporabna predvsem 
za zgodnjo detekcijo (ko je koncentracija patogena še zelo nizka). V primerjavi z 
nekaterimi alternativnimi metodami, kot npr. PCR v realnem času pa je metoda LAMP 
nekoliko manj občutljiva, vendar veliko hitrejša, cenejša in kar je najpomembnejše, 
uporabna za izvajanje testov na terenu.  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 GLIVNI IZOLATI 
 
Z namenom ločevanja V. nonalfalfae, njenih dveh patotipov ter V. dahliae od ostalih vrst 
rodu Verticillium z metodama LAMP in PCR, smo v poskus zajeli dve skupini izolatov, ki 
smo ju pridobili iz Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) v Žalcu. 
Najprej smo testirali pomnoževanje na 16 vzorcih (preglednica 1), kasneje za potrditev in 
validacijo specifičnosti pa še na 35 vzorcih (preglednica 2). V kolekciji analiziranih 
izolatov imamo tako izolate iz Slovenije kot tudi izolate iz drugih držav, gostitelji so v 
nekaterih primerih različni (preglednici 1 in 2), saj lahko okužujejo različne rastline, kot so  
hmelj, paprika, kumare in petunije, krompir, lucerna, bombaž, paradižnik, lipa ter katalpa. 
Nekateri izolati, ki smo jih analizirali, so prisotni v obeh skupinah vzorcev in predstavljajo 
pozitivno kontrolo. Za nekatere izolate podatkov o geografskem izvoru, gostiteljski rastlini 
ter virulenci nimamo. 
 
Preglednica 1: Seznam in podatki o izolatih iz prve skupine, uporabljenih pri določanju gliv rodu Verticillium 
z metodama LAMP in PCR. 
Številka 
epice 
Številka 
vzorca 
Izolat Geografski 
izvor 
Vrsta Gostitelj Patotip 
1 40 VT 110 Kanada V. albo-atrum krompir / 
2 41 VT 112 Kanada V. albo-atrum krompir / 
3 23 VT 107 ZDA V. alfalfae lucerna / 
4 21 VT 11 Kanada V. alfalfae lucerna / 
5 33 VD Zup Slovenija V. nonalfalfae hmelj blag 
6 36 VD Rec91 Slovenija V. nonalfalfae hmelj blag 
7 38 VD KRES 98 Slovenija V. nonalfalfae hmelj blag 
8 14 VT 1985 Anglija V. nonalfalfae hmelj letalen 
9 36 VT 11100 Anglija V. nonalfalfae hmelj letalen 
10 1 VD T2 Slovenija V. nonalfalfae hmelj letalen 
11 79 VD BIZ – Poc2 Slovenija V. nonalfalfae hmelj letalen 
12 101 VT P 15 Nemčija V. nonalfalfae hmelj letalen 
13 102 VT P 10 Nemčija V. nonalfalfae hmelj letalen 
14 103 VT P 83 Nemčija V. nonalfalfae hmelj blag 
15 44 VD PAP2000 Slovenija V. dahliae paprika / 
16 47 VD CasD119 Slovenija V. dahliae hmelj / 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
21 
Grgič Z. Razvoj metode z zanko posredovanega ... za določanje gliv rodu Verticillium. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
Preglednica 2: Seznam in podatki o izolatih iz druge skupine, uporabljenih za določanje gliv rodu 
Verticillium z metodama LAMP in PCR. 
Številka 
epice 
Številka 
vzorca 
Izolat Geografski 
izvor 
Vrsta Gostitelj Patotip 
1 1 VD T2 Slovenija V. nonalfalfae hmelj letalen 
2 25 VD PETROL Slovenija V. nonalfalfae hmelj letalen 
3 123 VD BRODE Slovenija V. nonalfalfae hmelj letalen 
4 125 VD BET Slovenija V. nonalfalfae hmelj letalen 
5 132 VD PAJK Slovenija V. nonalfalfae hmelj letalen 
6 33 VD Zup Slovenija V. nonalfalfae hmelj blag 
7 36 VD Rec Slovenija V. nonalfalfae hmelj blag 
8 38 VD KRES 98 Slovenija V. nonalfalfae hmelj blag 
9 39 VD MO 3 Slovenija V. nonalfalfae hmelj blag 
10 12 VT 298102 Anglija V. nonalfalfae hmelj letalen 
11 36 VT 11100 Anglija V. nonalfalfae hmelj letalen 
12 37 VT 11043 Anglija V. nonalfalfae hmelj letalen 
13 14 VT 1985 Anglija V. nonalfalfae hmelj letalen 
14 15 VT 1953 Anglija V. nonalfalfae hmelj blag 
15 7 VT 298029 Anglija V. nonalfalfae hmelj blag 
16 18 VT 14/93 Nemčija V. nonalfalfae hmelj blag 
17 19 VT 6/99 Nemčija V. nonalfalfae hmelj blag 
18 95 VT P 84/2 Nemčija V. nonalfalfae hmelj blag 
19 93 VT P 46/1 Nemčija V. nonalfalfae hmelj letalen 
20 94 VT P 114/1 Nemčija V. nonalfalfae hmelj letalen 
21 101 VT P 15 Nemčija V. nonalfalfae hmelj letalen 
22 102 VT P 10 Nemčija V. nonalfalfae hmelj letalen 
23 38 VT Sol Poljska V. nonalfalfae hmelj blag 
24 117 VT Osek Češka V. nonalfalfae hmelj letalen 
25 116 VT Lipnik Češka V. nonalfalfae hmelj letalen 
26 29 VT Aro 1/140 A Anglija V. nonalfalfae paradižnik virulenten 
27 30 VT Aro 1/JS1 Anglija V. nonalfalfae paradižnik virulenten 
28 32 VT PD 2000/4186a Nizozemska V. nonalfalfae paradižnik nevirulenten 
29 33 VT PD 83/53a Nizozemska V. nonalfalfae paradižnik nevirulenten 
30 48 VD MoD Slovenija V. dahliae hmelj / 
31 49 VD KresD Slovenija V. dahliae hmelj / 
32 53 VT 12042 Anglija V. dahliae hmelj / 
33 60 VT JKG 2 Nizozemska V. dahliae katalpa / 
34 87 VT V-138 I Španija V. dahliae bombaž virulenten 
35 88 VT V-176 I Španija V. dahliae bombaž nevirulenten 
Da bi ovrednotili istovetnost rezultatov metode LAMP pri identifikaciji posameznih vrst 
ter patotipov, smo v posameznih reakcijah testirali še nekatere dodatne izolate, ki so bili 
uporabljeni že v predhodnih raziskavah, prav tako pa so bili pridobljeni iz IHPS in nato 
shranjeni na Katedri za genetiko, biotehnologijo, statistiko in žlahtnjenje rastlin. Gre za 
izolate vrste V. dahliae, in sicer: MINT, Oset, PAP1999 in CasD. 
3.1.1 Merjenje koncentracije DNA, redčenje vzorcev in shranjevanje 
 
Koncentracijo ozolirane DNA smo izmerili s pomočjo fluorometra DyNA QuantTM 200. 
Najprej smo pripravili raztopino TNE [100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7], 
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ki pri merjenju koncentracije predstavlja eno izmed ključnih komponent. Redčili smo jo v 
destilirani vodi in tako pridobili 10 x koncentrirano raztopino, katero smo nato prefiltrirali 
in ji dodali barvilo Hoechts 33258. Ker je delovanje barvila inhibirano s svetlobo, smo 
epruveto z raztopino zavili v aluminijasto folijo. Za merjenje DNA smo v kiveto 
odpipetirali 2 ml delovne raztopine in 2 µl vzorca ter dobro premešali. Kiveto smo nato 
prenesli v fluorimeter, ki nam je podal koncentracijo DNA v vzorcu. Enako smo storili za 
ostale vzorce ter si za vsakega zabeležili rezultat meritev. Po vsakem merjenju 
koncentracije, smo vsebino kivete izlili v čašo in kiveto sprali z destilirano vodo. 
Vzorce smo redčili na končno koncentracijo 1 ng/µl glivne DNA, tako da smo vsakemu 
vzorcu dodali ustrezen volumen ddH2O, ki smo ga izračunali glede na prvotno 
koncentracijo DNA v vzorca. Tako redčene kot tudi neredčene vzorce smo nato shranili pri 
temperaturi -20°C. 
3.2 Z ZANKO POSREDOVANO IZOTERMALNO POMNOŽEVANJE (LAMP) 
3.2.1 Načrtovanje specifičnih začetnih oligonukleotidov  
 
Začetne oligonukleotide za reakcije LAMP smo načrtovali s pomočjo programske opreme 
Primer Explorer V5 (Pril. A). Program omogoča oblikovanje specifičnih začetnih 
oligonukleotidov na nukleotidnega zaporedja tarčne sekvence. Začetne oligonukleotide 
lahko izdelamo glede na zaporedje točno določene vrste, npr. V. nonalfalfae, ali pa na 
osnovi razlik med tarčnimi zaporedji dveh različnih vrst, npr. V. nonalfalfae in V. dahliae 
(Pril. A1). V tem primeru je potrebno predhodno izvesti še poravnavo med izbranimi 
zaporedji, saj tako pridobimo informacijo o tem, kje v genomu (zaporedju) so prisotne 
razlike med proučevanima vrstama. Identificirane razlike namreč pripomorejo pri izdelavi 
začetnih oligonukleotidov, s katerimi nato z reakcijo LAMP specifično pomnožimo samo 
eno vrsto. 
 
V prvem koraku izdelave začetnih oligonukleotidov s programom Primer Explorer V5, 
izdelalamo dva para specifičnih začetnih oligonukleotidov: F3 in B3 ter FIP in BIP (Pril. 
A2). Program nam prikaže vse možne kombinacije F3, B3, FIP in BIP, poleg njihovega 
nukleotidnega zaporedja pa prikaže še mesto prileganja na tarčno zaporedje. Začetni 
oligonukleotidi so na tem prikazu locirani v sledečem vrstnem redu: F3 (skrajno levo), F2, 
F1c, B1c, B2 in B3 (skrajno desno), kot je prikazano v Prilogi A (Pril. A3). Izberemo eno 
od kombinacij začetnih oligonukleotidov in pridobimo njihova nukleotidna zaporedja, ki 
nam v nadaljjevanju izdelave začetnih oligonukleotidov služijo za izdelavo LoopF in 
LoopB začetnih oligonukleotidov. Program nam prikaže kombinacije, zaporedja 
nukleotidov in mesta prileganja različnih LoopF in LoopB začetnih oligonukleotidov in po 
kriteriju prileganja izberemo eno kombinacijo, ki predstavlja tretji par.  
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Specifično zaporedje za razlikovanje vrst V. nonalfalfae in V. dahliae pa smo pridobili na 
osnovi poravnave med genomskim zaporedjem Verticillium dahliae in Verticillium 
nonalfalfae (izolat T2) (Jakše in sod., 2018) in tako našli regije, ki so prisotne v V. 
nonalfalfae, ne pa v V. dahliae (slika 5). Za pridobljene regije, ki smo jih razdelili na tri 
dele smo naredili poravnave (Slika 5) in na osnovi vsake poravnave smo s pomočjo 
programske opreme Primer Explorer V5 izdelali specifične začetne oligonukleotide, z 
namenom določanja vrste V. nonalfalfae. Preglednica 3 prikazuje podatke o izdelanih in 
uporabljenih začetnih oligonukleotidih, ki smo jih izdelali na osnovi teh regij. Ker smo prej 
omenjena zaporedja v genomu razdelili na tri dele, smo komplete začetnih 
oligonukleotidov v skladu s tem poimenovali Vnaa-Vd1, Vnaa-Vd2 in Vnaa-Vd3. Princip 
izdelave je podoben že zgoraj opisanemu postopku, le da gre za postopek izdelave vrstno 
specifičnih oligonukleotidov. Tudi v tem primeru smo imeli na voljo več različnih 
kombinacij začetnih oligonukleotidov, ki so bili glede na tarčno zaporedje prikazani na 
enak način kot v prejšnjem postopku, s tem, da so bili nekateri posamezni nukleotidi v 
zaporedjih obarvani z rdečo, kar pomeni, da na tistem mestu obstaja razlika med vrstama 
V. nonalfalfae in V. dahliae. Izbrali smo kombinacijo začetnih oligonukleotidov, kjer je teh 
razlik največ in tako pridobili zaporedja F3, F2, F1c, B1c, B2 in B3. V primeru načrtovanja 
kompleta Vnaa-Vd1 smo postopek izvedli dvakrat (kompleta smo poimenovali Vnaa-
Vd1_1 in Vnaa-Vd1_2). Pri kompletu Vnaa-Vd1_2 začetnih oligonukleotidov je bilo več 
razlik na mestih prileganja F3 in B3 v primerjavi s kompletom Vnaa-Vd1_1. Zaradi razlik 
v sekvencah začetnih oligonukleotidov med tema dvema kompletoma, smo Vnaa-Vd1_2 v 
nalogo vključili z namenom, da preverimo kakšne so razlike pri pomnoževanju z enim ali 
drugim kompletom Vnaa-Vd1. Zato smo z Vnaa-Vd1_2 analizirali le na prvih 16 izolatih z 
analizo LAMP. Z ozirom na to, da se F3 in B3 prva prilegata v reakciji LAMP, smo s tem 
korakom želeli preveriti, ali sta F3 in B3 ključna začetna oligonukleotida, ki vplivata na 
sam potek reakcije (Pril. A2). V nekaterih primerih s programom ustreznih kombinacij 
LoopF in LoopB na osnovi zaporedij ostalih začetnih oligonukleotidov nismo uspeli 
pridobiti, zato smo pri kombinacijah Vnaa-Vd1_2 in Vd-mitoh LAMP reakcijo izvedli le z 
dvema paroma začetnih oligonukleotidov saj njuna prisotnost v reakcijski mešanici za 
uspešen potek LAMP reakcije ni nujna, vendar pa njuno delovanje lahko potencialno 
pospeši reakcijo in poveča občutljivost metode. 
 
 
 
CHR1         ACACGCGTCCAGAGACTACAGCTCCCATCGCCGTCGCCAGATATCTGGGCAGCCGAAATA 60 
dahliae      GCACGCGTGCAGAGACTACAGC-------------------------------------- 22 
              ******* *************                                       
 
CHR1         CAGGCTTTGCAAGTGAGCGGTGCATGCCCTTGAATCCAAAGTGAGATTTATATACCACTG 120 
dahliae      --------------------TCCCATCGCCATCGCCAGATACCTTATCTGGGCATCACCG 62 
                                 * *   * *      *  *      ** *    * *** * 
 
CHR1         CACATCAGGAGTTCAGGCACGCTTTCCGGGTTATCCTTGGTTGGATAGCTCACCAAAGAA 180 
dahliae      TACATCAGGGTTTTAGGCACGCATGCAAG-TCATCCTTGGTTGGATAGCTTACCAAAAGA 121 
              ********  ** ******** * *  * * ****************** ******  * 
 
CHR1         CTTGGCACTCGAACCTATTTCATCTGCCGCTCAGCGTGATACTAACAACCTAATGCTACC 240 
a 
Se nadaljuje. 
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dahliae      CTTGGCACTCGAACTTTTTTCATCTGCCGCTCAGCGTGATACCAAAGACCTAATTTCATC 181 
             ************** * ************************* **  *******   * * 
 
CHR1         TCTATCGTACGTC-GGGTTTTGGAAATTGTGACATCGCTGGTTGGTGAAGGAC------- 292 
dahliae      TCTATCGTAATGTCGGGGTTTGGAAATTGTGACATCGCTGATCGGTGAAGCATCCCCAGC 241 
             *********     *** ********************** * ******* *         
 
CHR1         -----------------------GTCACAGTCATGATGGCAAAGCCGTCAGCCCGAAGAT 329 
dahliae      AATGTTACGATTTCCAAGACCCAACGTTACAGATGATGGCAAAGCCGTCAACCCCAAGAT 301 
                                         *   ****************** *** ***** 
 
CHR1         GCCAGCCATACCCACTTCTTCCTCGCCCATAATAGCCCTGGAAGCAAACAGGTACCAT     387 
dahliae      GCCAGCCACACCCACTTCTTCCTCGCCCATAATAGCACTGGAAGCAAACAGGTACTAT     359 
             ******** *************************** ****************** ** 
 
 
 
CHR1_87696_88141      GTAGGCATGTGATTTACGCATCGTCCTCCCGTCGTTCCTCACCCCATTCAGATGCTAGGC 60 
dahliae               GTAGGCATGTGATTTACGTATCGTCTTCCCGTCGTTCCTCACCCCATTCGGATGCTAGGC 60 
                      ****************** ****** *********************** ********** 
 
CHR1_87696_88141      TCCACGGCCCCCC-----TGTATATGCAACGATGGAACGTTACGTGAAGACCCCATTGTC 115 
dahliae               TCCACGGCCCTCCTTGGTGGTATATGCAACGATGGAACGTTACGTGAGGACCCCATTGTC 120 
                      ********** **      **************************** ************ 
 
CHR1_87696_88141      ATCTCTATTTGGATGAGAATGGCCTGACCAGGAGCTGTCCTCTCAGAGTATATTTATTTC 175 
dahliae               ATCTCTATTTGGATGAGAATGGCCTGACCAGGCGCTGTCATCTCAGAGTATGTTTATTTC 180 
                      ******************************** ****** *********** ******** 
 
CHR1_87696_88141      CTCCCATACGGGCAGGAATGAGCCAT---GTAGCCGAACCATCCATGTAGATGCGCACAC 232 
dahliae               CCCGCCTACGGGTAGGAATGAGCCATGATGTAGCCGCACCATCCATTTACATGCGCACAC 240 
                      * * * ****** *************   ******* ********* ** ********** 
 
CHR1_87696_88141      GCTTCTTTGCCTGCGGAGCGGTTGCGAAACACCAATCCCGAAGGAAGCAATCTCAGGATA 292 
dahliae               GCTTCTTTGCCTGCAGAGCGGTTGCGAAACACCAATCCCGAAGGAGGCAATCTTAGGATA 300 
                      ************** ****************************** ******* ****** 
 
CHR1_87696_88141      CTGGTGGTTGTTGAAATACTCGAATTAAACCCTGACCGCCTGGAGTGCGTCGCTCGTGTT 352 
dahliae               CTG------GTTGGAATACTCGAATTAAACCCCAACCGCCTGGAGTGCGTCGCTCGTGCT 354 
                      ***      **** ******************  ************************ * 
 
CHR1_87696_88141      CGGTGCGTATCACCCACCATGTGTTCAGCTGGTCTAAGTCGTGATAGTGTCTAAAAGCAT 412 
dahliae               CGGTGCGTATCACCCCCCATGTGTTCAGCTGGTCTAGGTCGTGGCAGTGTCTAGAAGCAT 414 
                      *************** ******************** ******  ******** ****** 
 
CHR1_87696_88141      TTGGTTGATGGGCGAGCACGGCTGTCGTGGGCAT                        446 
dahliae               TTGGATGATGGGCGAGCACGGCTGTCGTGGGCA-                        447 
                      **** ****************************  
 
 
 
 
CHR1_96812_97432      AAGGGCGATATTGTGACCAAGAAACGTTCATTTTCAAACGTTCATTTTCAGTAGACAGTA  60 
dahliae               --------------AAGGGCGATATTGTGACTAAGGGACGTTTAATTTTAGTGGACAGTA  46 
                                     *    ** *   * * *     ***** * *** *** ******* 
 
CHR1_96812_97432      AACCATAGCTAGAAATGTGTGCCCAGGGTTACTCGCCGATACAGAAAACAAGGAAATGGA  120 
dahliae               AACCATAGCTAGAAGTTTGTGCCTAGGGTTGCTCGCCGACACAGGAATAAAGAAAATGAA  106 
                      ************** * ****** ****** ******** **** **  *** ***** * 
 
CHR1_96812_97432      ATGTTAATCTCATATCAGGTGAAAGCCTTGAGGAGTCATGACAAGCGATATGGACCTAGA  180 
dahliae               ATGTTTATTCCACATTAGGTGAAGGCTTTGAGAAGTAATTACAAGCGATAAGGACCTGGA  166 
                      ***** **  ** ** ******* ** ***** *** ** ********** ****** ** 
 
CHR1_96812_97432      GATTGATGAATTCCATGAGATAGAATTTGAATCTACAAGAATATCGTGATATCCTTGCCT  240 
dahliae               GAATGATAAAGTTCATTAGATGAAATTTGAATCTGCAGGAGTATCATGATATCCTTGCCT  226 
                      ** **** ** * *** ****  *********** ** ** **** ************** 
 
CHR1_96812_97432      TAAATCATTCGTTTAATCAGATGTATGTCTAGACACCTGTCTTTCGAGCAGTGATGAGTT  300 
b 
c 
Se nadaljuje. 
Nadaljevanje Slike 5. 
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dahliae               TGTTGATTA----------GGTGTGTGTCTAGACATCTGTCTTTCGAGTAGT--------  268 
                      *      *           * *** ********** ************ ***         
 
CHR1_96812_97432      AAGAAAGGCTAATTTTTAGAATCGTAGCGTTCTTGGAGGTGTCATGCGCATGTCAGAGCG  360 
dahliae               ----------------------GATGAGACTCTTGGAGGTGTCATGCGCATGTCAGAGCG  306 
                                              *     ****************************** 
 
CHR1_96812_97432      AGGGATGTGCAGAATAAAGAGGTCTTTAGCAGGTGATATCCGCAGTCAAGTGTTAGG---  417 
dahliae               AGGGATGAGCAGAGTGTAGAGGTCTCTCGCAGGTAATATTCGCAGTCACTTGTTAGGTGC  366 
                      ******* ***** *  ******** * ****** **** ********  *******    
 
CHR1_96812_97432      -----TAGGAGATTGGAATGCATCTGGCCTCTGGCCCCTCGCAGCCCTTTCATACGCCCC  472 
dahliae               CTATGTAGGTGATTGGAATACATCTAAATTCTGGCCCTTCGCAGCCCTTACATACGCCCC  426 
                           **** ********* *****    ******** *********** ********** 
 
CHR1_96812_97432      CGTGGTCTCCGACCCCCATATCAACTCCCCATGGGTGGCCTCTGCAGTGAAACTCCAATC 532 
dahliae               GTGGT--TCCAAATCCCAAACCAACCCCCCGTAGGTATCTTCTTCAGTAAACCTCCAATC 484 
                         *   *** *  **** * **** **** * ***  * *** **** ** ******** 
 
CHR1_96812_97432      ATGTCTTGCTCTGATACACAATGCCCCCGTGGATGAATACATACCACTGCAGCAAAGGGT 592 
dahliae               ATGTCTTGCTCTGGTAAACATTGTCCTCATGAATGAATGCAGTCCACTGCAGTCCTCATG 544 
                      ************* ** *** ** ** * ** ****** **  *********         
 
CHR1_96812_97432      GAAGCCCGCACATGGTTCAAA-------------------------------AAGCAACT 621 
dahliae               AATGAATGCAGTCCACTGCAGTCGAAGGGCTGGAGCCTGCACATGATTCAGAAGGCAACT 604 
                       * *   ***      *  *                                * ****** 
 
Slika 5: Poravnava nukleotidnih zaporedij med vrstama V. nonalfalfae (CHR1 – regija iz kromosoma 1 vrste 
V. nonalfalfae in V. dahliae (prvih 387 bp). V primeru, da je zaporedje označeno z zvezdico (*) razlik med 
vrstama ni, mesta, označena s črtico (-), pa predstavljajo delecijo ali pri V. dahliae ali pa pri V. nonalfalfae. a 
– prva regija; b – druga regija; c – tretja regija 
Drugo specifično zaporedje za razlikovanje vrst V. nonalfalfae in V. dahliae smo pridobili 
na osnovi primerjave mitohondrijskih genomov. Projekt genomskega sekvenciranja glive 
V. nonalfalfae je namreč omogočil tudi rekonstrukcijo njenega mitohondrijskega genoma. 
Pri medvrstni primerjavi z znanim mitohondrijskim genomom vrste V. dahliae smo potrdili 
visoko stopnjo sintenije in indentičnosti z vrsto V. nonalfalfae, vendar pa smo med genoma 
coxI in tRNA za prolin odkrili specifično regijo DNA dolžine 1221 bp, ki pri V. 
nonalfalfae ni prisotna (Jelen in sod., 2016). Na osnovi te regije (Priloga B) smo razvili 
LAMP diagnostični set Vd-mitoh., na osnovi katerega smo želeli razlikovati ti dve 
omenjeni vrsti. Začetne oligonukleotide smo razvili v regiji, ki je pristona le pri V. dahliae, 
ne pa tudi pri V. nonalfalafae (Priloga C). Poravnava zaporedij delov mitohondrijskih 
genomov V. dahliae in V. nonalfalfae. Začetne oligonukleotide za LAMP reakcijo, ki bi 
bila specifična za V. nonalfalfae (Vnaa-mitoh.)  pa  je bilo možno izdelati le v 
mitohondrijski regiji, kjer so razlike med zaporedjema dveh vrst minimalne (označena 
regija, Priloga B). 
 
Začetni oligonukleotidi 12_2_Chr2 in 4Chr3 (Preglednica 3) so bili razviti na osnovi razlik 
med nukleotidnimi zaporedji vrst V. nonalfalfae in V. alfalfae  (priloga D), ki smo jih 
pridobili s poravnavo sekvenc (programsko orodje ClustalW). Obe vrsti sta si zelo sorodni 
in se morfološko ter taksonomsko primerljivo razlikujeta od V.dahliae (Inderbitzin s sod., 
2011). V tem primeru smo želeli preizkusiti ali bodo začetni oligonukleotidi na ta način 
hkrati nespecifični za V. dahliae in V. alfalfae.     
 
Nadaljevanje Slike 5. 
26 
Grgič Z. Razvoj metode z zanko posredovanega ... za določanje gliv rodu Verticillium. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
S primerjalno genomiko blagega in letalnega patotipa vrste V. nonalfalfae  so Jakše in sod. 
(2018) potrdili 0,547 kb  dolgo specifično (letalno) regijo, ki je bila prisotna le pri letalnem 
patotipu, pri blagem pa ne (Jakše in sod., 2018). Na osnovi dveh zaporedij iz te regije 
(Priloga E) smo razvili  PG2_1 in PG2_2 LAMP začetne oligonukleotide, za 
pomnoževanje letalne oblike V. nonalfalfae. 
Preglednica 3: Regije amplifikacije, oznake, sekvence in vrste rodu Verticillium, ki jih lahko določimo z 
začetnimi oligonukleotidi. 
Oznaka  LAMP 
Regija 
Sekvenca Pričakovana 
identifikacija vrste 
 
 
 
 
 
 
Vnaa-Vd1_1 
F3 GCGTCCAGAGACTACAGCT  
 
 
 
 
 
V. nonalfalfae 
B3 AGCGGCAGATGAAATAGGTT 
FIP GATTCAAGGGCATGCACCGC-
GCCAGATATCTGGGCAGC 
BIP TGCACATCAGGAGTTCAGGCAC-
GCCAAGTTCTTTGGTGAGCT 
F2 GCCAGATATCTGGGCAGC 
F1c GATTCAAGGGCATGCACCGC 
B2 GCCAAGTTCTTTGGTGAGCT 
B1c TGCACATCAGGAGTTCAGGCAC 
LoopF CACTTGCAAAGCCTGTATTTCG 
LoopB GCTTTCCGGGTTATCCTTGGTT 
   
 
 
 
Vnaa-Vd1_2 
 
 
 
F3 GCCGAAATACAGGCTTTGC 
B3 CCAACCAGCGATGTCACAAT 
FIP GTGCCTGAACTCCTGATGTGCA-
GGTGCATGCCCTTGAATCC 
BIP ATTTCATCTGCCGCTCAGCGT-
ACCCGACGTACGATAGAGG 
F2 GGTGCATGCCCTTGAATCC 
F1c GTGCCTGAACTCCTGATGTGCA 
B2 ACCCGACGTACGATAGAGG 
B1c ATTTCATCTGCCGCTCAGCGT 
 
 
 
 
 
 
Vnaa-Vd2 
F3 TTCCTCCCATACGGGCAG  
 
 
 
 
 
V. nonalfalfae 
B3 GGTGATACGCACCGAACAC 
FIP CTCCGCAGGCAAAGAAGCGT-
GAATGAGCCATGTAGCCGAA 
BIP CGGTTGCGAAACACCAATCCC-
GCGGTCAGGGTTTAATTCGA 
F2 GAATGAGCCAtgTAGCCGAA 
F1c CTCCGCAGGCAAAGAAGCGT 
B2 GCGGTCAGGGTTTAATTCGA 
B1c CGGTTGCGAAACACCAATCCC 
LoopF GTGCGCATCTACATGGATGG 
LoopB GAAGGAAGCAATCTCAGGATACTG 
V. nonalfalfae 
Se nadaljuje. 
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Oznaka LAMP  
regija 
Sekvenca Pričakovana 
identifikacija vrste 
 
 
 
 
 
 
Vnaa-Vd3 
F3 TCAGAGCGAGGGATGTGC  
 
 
 
 
 
V. nonalfalfae 
B3 CCCTTTGCTGCAGTGGTATG 
FIP GTATGAAAGGGCTGCGAGGGG-
CAGGTGATATCCGCAGTCAA 
BIP ATCAACTCCCCATGGGTGGC-
TTCATCCACGGGGGCATT 
F2 CAGGTGATATCCGCAGTCAA 
F1c GTATGAAAGGGCTGCGAGGGG 
B2 TTCATCCACGGGGGCATT 
B1c ATCAACTCCCCATGGGTGGC 
LoopF GCATTCCAATCTCCTacCTAACAC 
LoopB CTCTGCAGTGAAACTCCAATCA 
 
 
 
 
 
PG2_1 
F3 CGAATCACGGAGACTGAGAC  
 
 
 
letalna oblika 
V. nonalfalfae  
 
B3 ACTTTAATCGCCCCGTCTG 
FIP CATGGGGCCATGGAAGCACG-
TGGATGTCGGGCAGAGTT 
BIP 
 
GCGCAGGCTAGGCGTTCTTT-
CAGCCAGTATGCGAACCAAT 
F2 TGGATGTCGGGCAGAGTT 
F1c CATGGGGCCATGGAAGCACG 
B2 CAGCCAGTATGCGAACCAAT 
B1c GCGCAGGCTAGGCGTTCTTT 
LoopF GACTAAGCCGTCGCAGGT 
LoopB CACTCGCGAGAAGCCAGGA 
 
 
 
 
 
PG2_2 
F3 TCGAGCGCTTTCTATCCTCA  
 
 
 
 
letalna oblika 
V. nonalfalfae 
B3 TGTTGAACGGATGCAGATCG 
FIP TGGTCCCATCGGGGCAATACAT-
CTCATCCACAACAGGGGC 
BIP TATGTCCGAGAGATGCAGCAGC-
GATGACGACGAGCAACCTC 
F2 CTCATCCACAACAGGGGC 
F1c TGGTCCCATCGGGGCAATACAT 
B2 GATGACGACGAGCAACCTC 
B1c TATGTCCGAGAGATGCAGCAGC 
LoopF GGTCAATGGTTGGGTATCACC 
LoopB GAGTGATTGGTGGATGGAAATGC 
 
 
 
 
 
Vd-mitoh. 
F3 ACTCTTCGAATTCTCTCTTCT  
 
 
 
 
V. dahliae 
B3 GTTTAAGTGAGCATACTGTCAT 
FIP TAGAGAGATTCGACGTTACGAGAAT-
TATTTGGGTAAGTATAGTAATGAGG 
BIP TACTCTTGTCCCTTAAAATTTCGCT-
AGTTACTACCTTAAATAAGGAAACG 
F2 TATTTGGGTAAGTATAGTAATGAGG 
F1c TAGAGAGATTCGACGTTACGAGAAT 
B2 AGTTACTACCTTAAATAAGGAAACG 
B1c TACTCTTGTCCCTTAAAATTTCGCT 
Nadaljevanje preglednice 3. 
Se nadaljuje. 
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Oznaka LAMP  
regija 
Sekvenca Pričakovana 
identifikacija vrste 
 
 
 
 
 
Vnaa-mitoh. 
F3 GTATCTGTATAGAATTCTACACTCA  
 
 
 
 
V. nonalfalfae 
B3 GAGTTAATGTAACATTCTTCCCA 
FIP AGTGTTGTAGCTGCTTGATTATTCT-
TTCAAGGATTTCTGCTTGCA 
BIP GTTTCAACCTGCGTAAGCGT-
GGATTACAAGGAATGCCTAGA 
F2 TTCAAGGATTTCTGCTTGCA 
F1c AGTGTTGTAGCTGCTTGATTATTCT 
B2 GGATTACAAGGAATGCCTAGA 
B1c GTTTCAACCTGCGTAAGCGT 
 
 
 
 
12_1_Chr2 
 
 
 
 
 
F3 CGTCCAAATGACTGTGCTCA  
 
 
 
 
V. nonalfalfae 
B3 AGGGTTGATGGGGAAGGAG 
FIP CGGCGCTCATCGACAGTCTC-
GACACATCTCTCGGGACCA 
BIP TGACCTATTGCCCCGAAACTCC-
CCCCATATCCGACATGATCC 
F2 GACACATCTCTCGGGACCA 
F1c CGGCGCTCATCGACAGTCTC 
B2 CCCCATATCCGACATGATCC 
B1c TGACCTATTGCCCCGAAACTCC 
LoopF GCTGTGCTTGACCAGGAGC 
LoopB TTCAAAAGCCAAGGAACTACATGG 
 
 
 
 
14Chr3 
 
 
 
 
 
F3 TCCCGTCGCAAGATACCG  
 
 
 
 
V. nonalfalfae 
B3 ACTCGAGTTCGTAGCTCAGG 
FIP TTCCGACCTCTCAGCGCTCG-
GCGCCCTTCCATTCCCTA 
BIP GAGACCGACGCGGCAAAGAT-
CCCTCAATGACAATGTCCCG 
F2 GCGCCCTTCCATTCCCTA 
F1c TTCCGACCTCTCAGCGCTCG 
B2 CCCTCAATGACAATGTCCCG 
B1c GAGACCGACGCGGCAAAGAT 
LoopF GCTTTGAGCTGTGGCTTCC 
LoopB TTCAAAAGCCAAGGAACTACATGG 
 
3.2.2 Priprava, redčenje in shranjevanje začetnih oligonukleotidov 
 
Komplete začetnih oligonukleotidov, ki smo jih izdelali s pomočjo programa Primer 
Explorer V5, smo prejeli v liofilizirani obliki. Pripadajoče sekvence začetnih 
oligonukleotidov in podatki o tem, katere regije označujejo in katere vrste identificirajo, se 
nahajajo v Preglednicah 6 in 7. Liofilizirane začetne oligonukleotide smo redčili na 
koncentracijo 500 µM tako da smo jim dodali pufer TE. 
Koncentracija parov začetnih oligonukleotidov naj bi se v reakcijskih mešanicah za teste 
LAMP praviloma razlikovala, saj je njihova koncentracija tesno povezana z njihovo vlogo 
pri pomnoževanju DNA. Tako se FIP in BIP dodajata v največji koncentraciji, tj. 16 µM. V 
Nadaljevanje Preglednice 3. 
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najmanjši koncentraciji se dodajata F3 in B3 in sicer 2 µM. Tudi par začetnih 
oligonukleotidov zanke (LoopF in LoopB) se dodaja v relativno nizki koncentraciji (4 
µM). Za pripravo reakcijske mešanice smo uporabili po 100 µl vsakega para začetnega 
oligonukleotida. 
 
3.2.3 Izvedba reakcije LAMP 
 
Za reakcijo LAMP smo upoštevali protokol WarmStart LAMP Kit (DNA & RNA). Glede 
na to, da nismo uporabili fluorescentnega barvila, ki je bilo priloženo v kitu, smo temu 
prilagodili količino ostalih komponent. Najprej smo pripravili mešanico začetnih 
oligonukleotidov, za katero smo potrebovali začetne oligonukleotide in destilirano vodo. V 
posamezno mikrocentrifugirko smo odpipetirali 10,5 µl reakcijske mešanice in 2 µl vzorca 
DNA glive, dobro premešali in centrifugirali, nato pa izvedli denaturacijo pri pogojih: 
95°C 5 minut. S tem korakom smo namreč želeli preprečiti nastanek dimerov in se tako 
izogniti lažno pozitivnim rezultatom. Po denaturaciji smo vzorce prenesli na led ter jim 
dodali 12,5 µl reagenta 2x WarmStart Mastermix (WarmStart LAMP Kit (DNA & RNA), 
BioLabs), ki vsebuje encim Bst polimerazo in omogoča potek reakcije LAMP v enem 
samem koraku. Poleg tega WarmStart Mastermix tudi inhibira pomnoževanje pri sobni 
temperaturi. Končni volumen v posamezni mikrocentrifugirki je tako znašal 25 µl. 
 
Preglednica 4: Reagenti za pripravo reakcijske mešanice za reakcijo LAMP. 
Reagent Volumen na en vzorec [µl] 
LAMP Primer Mix 2.5 
dH2O 8 
Tarčna DNA (10x, 1 ng/µl) 2 
WarmStart LAMP 2x Master 
Mix 
12.5 
Skupni volumen 25 
 
Reakcije LAMP smo izvajali v napravi PCR za ciklično termostatiranje Applied 
Biosystems 2720 pri izotermalnih pogojih: 65°C 45 minut. Ker smo za delovanje 
določenih kompletov začetnih oligonukleotidov želeli optimizirati (zaostriti) pogoje, smo v 
okviru teh analiz preizkusili sledeč temperaturni protokol pomnoževanja: 68°C 5 minut, 
67°C 5 minut, 66°C 5 minut, 65°C 30 minut oz. 25 minut. Reakcijo LAMP, pri kateri smo 
uporabili Vd mitohondrijske začetne oligonukleotide, smo izvedli pri izotermalnih pogojih: 
65°C 90 minut. Nekatere reakcije LAMP smo izvedli brez uporabe LoopF in LoopB. 
Začetne oligonukleotide, s katerimi smo v reakcijah LAMP pridobili najboljše rezultate 
(Vnaa-Vd2, PG2_1, Vd-mitoh.), smo uporabili pri analizah na večjem številu vzorcev. 
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3.3 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO (PCR) 
 
3.3.1 Uporaba enega para LAMP začetnih oligonukleotidov za reakcijo PCR 
 
Ker se pri reakcijah PCR največkrat uporablja le en par začetnih oligonukleotidov, smo iz 
istega seta začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili pri analizah z LAMP, vzeli le 
par zunanjih začetnih oligonukleotidov - torej F3 in B3 iz vsakega kompleta (za Vnaa-Vd1, 
Vnaa-Vd2, Vnaa-Vd3, PG2_1, itd.). Redčili smo jih na končno koncentracijo 10 ng/µl 
tako, da smo dodali ddH2O ter dobro premešali. 
 
3.3.2 Izvedba reakcije PCR  
 
PCR smo izvedli v med seboj povezanih mikrocentrifugirkah v napravi PCR za ciklično 
termostatiranje Applied Biosystems. V reakcijsko mešanico za PCR smo dodali vodo brez 
prisotnih nukleaz, 10x PCR Pufer A (Promega), 25 mM raztopino MgCl2 (Promega), 10 
mM deoksinukliotide (dNTP; Promega), 10 µM ,raztopino vsakega začetnega 
oligonukleotida ter 5 U/µl encima Taq polimeraze. Mešanico smo centrifugirali in prenesli 
na led, da bi preprečili prehitro delovanje DNA polimeraze. V vsako mikrocentrifugirko je 
bilo poleg 5 µl  glivne DNA (10 ng/µl) dodanih še 15 µl mešanice za PCR, tako da je 
končni volumen znašal 20 µl. 
Preglednica 5: Reagenti za pripravo reakcijske mešanice za reakcijo PCR. 
Reagent Volumen na 
vzorec (µl) 
Končna koncentracija na 
vzorec 
Tarčna DNA 5 5ng 
10x PCR pufer A 2 1x 
MgCl2 0,4 1,5 mM 
dNTP 1,6 0,2 mM 
Začetni oligonukleotid F3 0,6 0,5 mM 
Začetni oligonukleotid B3 0,6 0,5 mM 
DNA polimeraza TAQ 0,1 0,025 U/µL 
dH2O 9,7 - 
Skupni volumen 20 µl 
 
Prvi korak PCR je bila denaturacija dvojne vijačnice vzorcev  pri 94°C 5 minut, sledilo je 5 
ciklov v treh korakih: 94°C 30 sekund, 61°C 30 sekund (-1°C/cikel), 72°C 30 sekund, ter 
30 ciklov s tremi koraki: 94°C 30 sekund, 56°C 30 sekund, 72°C 30 sekund, končno 
pomnoževanje verig pa je potekalo pri 72°C 7 minut. Da bi zaostrili pogoje in s tem 
preprečili nespecifična prileganja, smo pri pomnoževanju z začetnimi oligonukleotidi 
Vnaa-Vd2 in PG2_1 povišali temperaturo prileganja in sicer pri Vnaa-Vd2 na 72°C (5 
ciklov) in 67°C (30 ciklov), pri PG2_1 pa na 69°C (5 ciklov) in 64°C (30 ciklov). 
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3.3.3 Uporaba vrstno-specifičnih začetnih oligonukleotidov za reakcijo PCR 
 
Pridobljene izolate smo testirali tudi z začetnimi oligonukleotidi, ki so bili že uporabljeni v 
prejšnjih analizah in poskusih identifikacije ter karakterizacije vrst rodu Verticillium 
(Jeseničnik, 2014). Gre za začetne oligonukleotide, ki so jih razvili avtorji Inderbitzin in 
sod. (2013). V naših analizah nismo uporabili vseh v članku navedenih začetnih 
oligonukleotidov, saj smo se omejili le na ločevanje med štirimi vrstami proučevanega 
rodu gliv: V. albo-atrum, V. alfalfae, V. nonalfalfae in V. dahliae, vrst ki so najbolj sorodne 
V. nonalfalfae, ki je predmet naših analiz in identifikacije.  
 
3.3.4 Priprava reakcijske mešanice, izvedba reakcij PCR in optimizacija 
temperaturnih protokolov 
 
Analize in reakcijske mešanice PCR smo izvedli po protokolu, opisanem v članku 
Inderbitzin in sod. (2013) ter v magistrskem delu (Jeseničnik, 2014).  Sprva smo sledili 
temperaturnim protokolom iz omenjenih virov, za nekatere pare začetnih oligonukleotidov 
pa smo postopek ponovili in optimizirali določene korake temperaturnih protokolov, ki so 
prikazani v Preglednici 6. Pri postopku optimizacije smo spreminjali le število ciklov in 
temperaturo prileganja.  
Preglednica 6: Oznake začetnih oligonukleotidov (Inderbitzin in sod., 2013)  in optimizirani temperaturni 
protokoli reakcij PCR. 
Začetni 
oligonukleotid 
1 
Začetni 
oligonukleotid 
2 
Par 
identificira 
vrsto 
Optimiziran temperaturni protokol 
Začetna 
denaturacija 
[min in °C] 
Število 
ciklov 
Čas in 
temperatura 
denaturacije, 
prileganja in 
izdolževanja 
[sek in °C] 
Končno 
pomnoževan
je [min in 
°C] 
Aaf AaTr V. albo-
atrum 
 
 
 
 
 
 
2 min na 
94°C 
 
35 
10 sek 94°C  
 
 
 
 
 
7 min na  
72 °C 
 
 
20 sek 62°C 
1 min 72°C 
Alff AlfD1r V. alfalfae  
30 
 
10 sek 94°C 
20 sek 67°C 
1 min 72°C 
Nof NoNur V. 
nonalfalfae 
 
38 
 
10 sek 94°C 
20 sek 60°C 
1 min 72°C 
Df Dr V. dahliae  
30 
 
10 sek 94°C 
20 sek 68°C 
1 min 72°C 
 
V sklopu teh analiz smo izvedli še reakcijo PCR z začetnimi oligonukleotidi 4CMR4, ki 
pomnožijo del zaporedja, ki je značilno za letalni patotip nekaterih vrst iz rodu Verticilium. 
Pomnoževanje DNA z začetnimi oligonukleotidi 4CMR4 je potekalo po sledečem 
temperaturnem protokolu: 95°C 3 minute; 10 ciklov: 95°C 30 sekund, 65°C 30 sekund (-
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1°C/cikel), 72°C 1 minuta; 25 ciklov: 95°C 30 sekund, 55°C 30 sekund, 72°C 1 minuta; 
72°C 8 minut. 
 
3.3.5  Reakcija PCR za analizo variabilnosti gliv rodu Verticillium 
 
Da bi pridobili boljši vpogled v variabilnost obravnavanega rodu talnih patogenov, smo v 
analizo vključili 14 parov začetnih oligonukleotidov (Preglednica 7)  razvitih na osnovi 
specifične letalne regije dolge 0,547 kb, odkrite pri letalnem patotipu PG2 vrste V. 
nonalfalfae (Jakše in sod., 2018)  ter z njimi v reakcijah PCR pomnoževali  DNA izolatov, 
ki so navedeni v Prilogi G. Začetni oligonukleotidi so v tabeli označeni s »P 1-18«, s tem 
da se števila navezujejo na prvo število v imenu para navedenega v Preglednici  7. 
Preglednica 7: Oznake in sekvence začetnih oligonukleotdov za analizo variabilnosti gliv rodu Verticillium 
Regija Forward/Reverse primer Okrajšava Sekvenca 
Regija 1 1CHR4-3232131 P1 CGTTCACAAACTCTGCTGGA 
1CHR4-3232717 GCTCAGTCAAGGTCGAGTCC 
Regija 1 2CHR4-3263375 P2 TCTCCAAATGTCCACCTTCC 
2CHR4-3263892 AGGAAGCACGTTCGAAGAAA 
Regija 2 4CHR4-for-3496455 P4 CGAGGGCCCTTATACATCAA 
4CHR4-rev-3495890 CTAATGAAGGCGGTGGGTAA 
Regija 3a 5CHR9-738676-FOR P5 CAGTGGCAGATTCGCTGTTA 
5CHR9-739197-REV AGTCATTCGGTGGATTCGTC 
Regija 3b 6CHR9-761431-FOR P6 AGGATTGCAAGACGAGGCTA 
6CHR9-761967-REV CGCTGAAACATAACGCTTGA 
Regija 3c 7CHR9-785044-FOR P7 GGATCTAGAAGCAGCGTTGG 
7CHR9-785551-REV ACGCGACGATATCAATTTCC 
Regija 3d 9CHR9-826742-FOR P9 TGATTTGCAGCAACCTGAAG 
9CHR9-827315-REV CTTGGCGCGGTAAATAGAAG 
Regija 3d 10CHR9-843237-FOR P10 TCATTCTGGATCCGTCACAA 
10CHR9-843774-REV CGTTATCCCTGGGTTTTCCT 
Regija 3e 11CHR9-848599-FOR P11 TTAGCGATCGCCTCGTAGTT 
11CHR9-849197-REV  CGAGGAAGGTCAGGCTAATG 
Regija 4 14CHRUN-911222-FOR P14 CCACTTTGAACGGACTGGAT 
14CHRUN-911762-REV TGGCCCTCTCTAGGAGAACA 
Regija 5 16CHRUN-1204133-FOR P16 CGAAAAGCCCTACAACCTGA 
16CHRUN-1204571-REV AGGCTGCTGAGTTCTTCGAG 
Regija 6 17CHRUN-1343684-FOR P17 ATAGAAGCAGGCCGTAAGCA 
17CHRUN-1344156-REV AGGGGAAACTACGGGCTTTA 
Regija 7 18CHRUN-1669909-FOR P18 CACCTGATAGGACAGCAGCA 
18CHRUN-1670381-REV TCTGCCGAAGTCAAAGACCT 
 
Reakcijsko mešanico za teste PCR smo pripravili po enakem protokolu kot pri točki 3.3.2. 
Vse reakcije PCR v tem sklopu so potekale pri sledečem temperaturnem protokolu: 
denaturacija pri 95°C 3 minute, sledi 10 ciklov: 95°C 30 sekund, 65°C 30 sekund (-
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1°C/cikel), 72°C 1 minuta, 25-30 ciklov: 95°C 30 sekund, 55°C 30 sekund, 72°C 1 minuta, 
72°C 8 minut do končne temperature 12°C. 
3.4 VIZUALIZACIJA REAKCIJ LAMP IN PCR 
 
Vizualizacija rezultatov predstavlja pomemben del preverjanja uspešnosti pomnoževanja z 
obema metodama. S tem namenom smo analize produktov pomnoževanja opravili s 
klasično agarozno elektroforezo ter s predpripravljenimi geli za elektroforezo (e-geli, 
Thermo Fischer Scientific Invitro), Vzorce smo pripravili po enakem postopku tako pri 
reakciji LAMP, kot pri PCR. Preden smo jih nanesli na e-gel oziroma klasični agarozni 
gel, smo vzorcem dodali 6 µl barvila bromfenol modro, ki zaradi vezave na DNA prispeva 
k večji gostoti vzorcev, ti pa se zato lažje posedejo na dno žepkov v gelu. Po dodatku 
barvila smo mikrocentrifugirke z vzorci dobro premešali in centrifugirali. Interakcija med 
DNA in barvilom omogoča lažje sledenje reakciji oz. potovanju vzorcev na agaroznem 
gelu. Le-ti prepotujejo  različne razdalje, kar pa je odvisno od dolžine pomnožkov pri 
posameznih vzorcih. Njihovo potovanje po gelu lahko vidimo kot modro obarvano fronto, 
ki v električnem polju potuje proti pozitivno nabiti elektrodi (anodi). 
3.4.1 Agarozna elektroforeza z E-geli 
 
Predpripravljene gele tehnologije Thermo Fischer Scientific Invitrogen smo uporabili 
zaradi skrajšanega časa poteka elektroforeze, obenem pa smo lahko preskočili korak 
priprave agaroznega gela, kot to zahteva klasična agarozna elektroforeza. Uporabili smo 2 
% agarozne gele EtBf (Etidijev bromid) velikosti 10 cm2, gel vstavili v napravo iBase, le-
to pa priključili na elektriko. Iz gela smo nato odstranili glavniček in tako sprostili luknjice 
v gelu, v katere smo odpipetirali 12 µl posameznega vzorca. V prvi in zadnji žepek na gelu 
smo vnesli 5 µl dolžinskega standarda 100 bp (ThermoScientific). Elektroforeza je 
potekala 45 minut, po tem pa gel pazljivo odstranili iz naprave in ga prenesli v UV 
transiluminator. Produkte LAMP in PCR reakcij smo zajeli v fotografijo s pomočjo 
računalniškega programa VisionWorks.  
 
3.4.2  Klasična agarozna elektroforeza 
 
Pri analizah, ki so vključevale večje število vzorcev, smo uspešnost pomnoževanja LAMP 
in PCR preverili tudi s klasično agarozno elektroforezo. Sestavine, ki smo jih uporabili pri 
pripravi gela so navedene v spodnji preglednici skupaj z njihovimi pripadajočimi 
količinami, ki so odvisne od velikosti gela.  
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Preglednica 8: Reagenti za pripravo 1,2 % agaroznega gela različnih dolžin. 
Dolžina gela 
(cm) 
V gela 
(ml) 
V H2O 
(ml) 
V 5x TBE 
(ml) 
m agaroze 
(g) 
V EtBr 
(ml) 
10 122,5 98 24,5 1,47 6,1 
15 183,75 147 36,75 2,21 9,2 
20 245 196 49 2,94 12,3 
25 306,25 245 61,25 3,68 15,3 
 
Najprej smo zatehtali določeno količino agaroze in jo stresli v 250 oz. 500 ml steklenico, 
kamor smo dodali še destilirano vodo in elektroforetski pufer (TBE). Raztopino smo 
prenesli v mikrovalovno pečico, proces gretja pa smo nekajkrat ustavili (ko je tekočina 
pričela vreti) in premešali vsebino steklenice. Ko smo tekoči gel vzeli iz mikrovalovne 
pečice, smo počakali da se je nekoliko ohladil, nato pa smo vanj odpipetirali etidijev 
bromid in spet premešali. Vsebino steklenice smo prelili v model, kamor smo predhodno 
vstavili glavničke. Ko se je gel strdil, smo glavničke odstranili in ga prenesli v kadičko za 
elektroforezo. Sledil je nanos 5 µl dolžinskega standarda 100 bp in 12 µl posameznega 
vzorca. Elektroforezno kadičko smo priključili na vir napetosti 120 V. Proces vizualizacije 
produktov reakcij je potekal enako kot pri uporabi E-gelov, z UV transiluminatorjem in 
programom VisionWorks. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 ANALIZA PRODUKTOV REAKCIJ LAMP 
 
4.1.1  Razlikovanje vrste V. nonalfalfae od vrst V. dahliae, V. alfalfae in V. albo-
atrum 
 
Ker je bil glavni namen določanje vrst rodu Verticillium s pomočjo metode LAMP, smo 
najprej izvedli več analiz na 16 vzorcih (Preglednica 1), kasneje smo pa za potrditev in 
validacijo specifičnosti pomnožili še ostalih 35 vzorcev (Preglednica 2). Vzorce smo v 
vsaki reakciji LAMP pomnožili s posameznimi kombinacijami začetnih oligonukleotidov, 
s katerimi smo želeli doseči pozitivno reakcijo (namnoženo DNA) pri vzorcih V. 
nonalfalfae (ali V. dahliae ob uporabi začetnih oligonukleotidov Vd-mitoh.). Želeli smo 
tudi preveriti hipotezo o uporabnosti metode LAMP v odsotnosti začetnih oligonukleotidov 
zanke, LoopF in LoopB, zato slednjih v nekaterih analizah nismo dodali v reakcijsko 
mešanico. Števila od 1 do 16 oz. 1 do 35 se navezujejo na posamezne izolate, navedene v 
Preglednicah 1 in 2. V primerih, ko smo na elektroforezni gel nanesli produkte 
pomnoževanja dveh ali večih reakcij LAMP (oz. PCR), smo na sliki označili s katerimi 
začetnimi oligonukleotidi je potekalo pomnoževanje oz. določanje vrst rodu Verticillium.  
 
 
Slika 6: Reakcija LAMP za določanje  vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd1_1; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae 
Pričakovali smo, da bomo z začetnimi oligonukleotidi Vnaa-Vd1_1 uspeli določiti le 
izolate vrste V. nonalfalfae, vendar se je poleg slednjih namnožila še DNA vseh izolatov V. 
alfalfae, V. nonalfalfae (blagi in letalni patotipi) ter V. dahliae. Edini izolati, ki se niso 
pomnožili, so izolati vrste V. albo-atrum, izolirani iz krompirja (Slika 6). Uporabljena 
kombinacija začetnih oligonukleotidov je bila načrtovana za določanje vrst V. nonalfalfae 
na osnovi razlik med sekvencami V. nonalfalafe in V. dahliae (priloga F) – razlike so 
prikazane z rdečimi črkami. Predvidevali smo, da ne bo prišlo do pomnoževanja pri vrsti 
V. dahliae, saj sta za začetek pomnoževanja oz. iniciacijo reakcije ključna začetna 
1   2    3    4    5    6    7    8 9  10  11  12 13  14 15  16 
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oligonukleotida FIP in BIP, in kot lahko vidimo na sliki priloge F, ima začetni 
oligonukleotid FIP večino nukleotidov rdeče barve, kar pomeni, da ni homologije v 
poravnani sekvenci V. dahliae. Vendar pa imajo mesta prileganja ostalih začetnih 
uligonukleotidov (F3 in B3) visoko stopnjo podobnosti (črno obarvani nukleotidi – Priloga 
F) kar bi bil lahko razlog za pomnoževanje pri obeh vrstah. 
 
 
Slika 7: Reakcija LAMP za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd1_1 (brez LoopF in LoopB) pri 
optimiziranih temperaturnih pogojih pomnoževanja. Kot negativno kontrolo smo uporabili sedem izolatov V. 
dahliae (M - Mint, O - Oset, P1 - PAP 1999, P2 - PAP 2008, JK - JKG2, KD - KresD in CD - CasD); 5 – 
blagi patotip V. nonalfalfae, 8 – letalen patotip V. nonalfalfae. 
Z optimizacijo temperaturnega protokola reakcije LAMP (namesto pomnoževanja pri 65°C 
45 minut, smo pomnoževali pri 68°C 5 min, 67°C 5 min, 66°C 5 min, 65°C 30 min) smo 
želeli zaostriti pogoje pomnoževanja. Tako smo uspeli namnožiti tarčne regije obeh 
izolatov V. nonalfalfae (vzorca 5 in 8; Zup in 1985), medtem ko se izolati V. dahliae niso 
pomnožili, kar je skladno z našimi pričakovanji (Slika 7). Z izločitvijo LoopF in LoopB 
smo dosegli boljšo specifičnost. 
 
Delovanje začetnih oligonukleotidov LoopF in LoopB lahko potencialno pospeši reakcijo 
in poveča občutljivost metode, vendar pa njuna prisotnost v reakcijski mešanici za uspešen 
potek LAMP reakcije ni nujna. Začetna oligonukleotida se vežeta na zaporedje med F2 in 
F1 (ali B1 in B2) v smeri od F1 do F2 (ali od B1 do B2). Podobno kot notranja začetna 
oligonukleotida, se tudi LoopF in LoopB specifično vežeta na zanke in sta vpletena v 
proces sinteze in izpodrivanja enoverižnih molekul DNA, za razliko od FIP in BIP pa 
sodelujeta le pri korakih elongacije. 
      M   O     P1   P2  JK     KD     CD    5      8 
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Slika 8: Reakcija LAMP za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd1_2; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae. 
Komplet Vnaa-Vd1_2, s katerim smo analizirali 16 vzorcev (Slika 8), se od kompleta 
Vnaa-Vd1_1 razlikuje v tem, da je pri Vnaa-Vd1_1 je bistveno več razlik v zaporedju 
prileganja začetnih oligonukleotidov glede na zaporedje V. dahliae ter da pri Vnaa-Vd1_2 
nimamo začetnih oligonukleotidov zanke. S kompletom Vnaa-Vd1_2 smo uspešno 
razločili med V. nonalfalfae in V. dahliae, saj se izolati V. dahliae niso pomnožili, nismo 
pa uspešno določili vseh izolatov V. nonalfalfae (5 – blagi patotip V. nonalfalfae, Zup, 7 – 
blagi patotip V. nonalfalfae, KRES98, 8 – letalen patotip V. nonalfalfae, 1985, 9 – letalen 
patotip V. nonalfalfae, 1100, 11 – letalen patotip V. nonalfalfae, BIZ – Poc2). Pri nekaterih 
smo zazanali zelo blago pomnoževanje (slika 8). 
 
 
Slika 9: Reakcija LAMP za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd2; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae 
Pri reakciji LAMP z začetnimi oligonukleotidi Vnaa-Vd2 smo pomnožili izolate V. 
nonalfalfae in V. dahliae, vzorci vrst V. albo-atrum in V. alfalfae pa se niso pomnožili 
1     2    3    4   5    6    7    8 9  10  11  12  13  14  15  16 
 1    2    3   4    5    6    7    8   9   10  11  12  13  14  15  16 
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(Slika 9). Komplet Vnaa-Vd2 je torej primeren za ločevanje vrst V. nonalfalfae in V. 
dahliae od vrst V. albo-atrum in V. alfalfae. 
 
 
Slika 10: Reakcija LAMP za določanje V. nonalfalfae z Vnaa-Vd2 (+LF pomeni z dodanimi LoopF/LoopB 
začetnimi oligonukleotidi, -LF pomeni brez LoopF/LoopB začetnih oligonukleotidov); 5, 6 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 11, 12 – letalen patotip V. nonalfalfae. 
Z reakcijo LAMP na izbranih izolatih V. nonalfalfae (5, 6 – blaga patotipa; 11, 12 – letalna 
patotipa; prva skupina vzorcev) smo želeli preveriti ali bo reakcija potekla, če iz reakcijske 
mešanice izključimo začetna oligonukleotida zanke (LoopF in LoopB). Reakcija brez 
začetnih oligonukleotidov LoopF in LoopB, ki določajo nastanek zanke, ni potekla, saj na 
elektroforeznem gelu nismo zaznali pomnoženega vzorca (Slika 10). 
5    6    11   12 5    6    11   12 
+LF, +LB -LF, -LB 
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Slika 11: Reakcija LAMP za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd2; 1-5 – letalni patotip V. nonalfalfae, 
6-9 – blagi patotip V. nonalfalfae, 10-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14-18 – blagi patotip V. nonalfalfae, 
19-22 – letalen patotip V. nonalfalfae, 23 – blagi patotip V. nonalfalfae, 24, 25 – letalen patotip V. 
nonalfalfae, 26, 27 – virulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 28, 29 – avirulenten patotip V. 
nonalfalfae iz paradižnika, 30-35 – V. dahliae 
V analizi druge skupine izolatov fitopatogenih gliv rodu Verticillium je bila reakcija 
LAMP z začetnimi oligonukleotidi Vnaa-Vd2 pozitivna pri vseh šestih izolatih V. dahliae 
(Slika 11). S tem smo potrdili, da z izbranim kompletom ne moremo ločiti V. nonalfalfae 
in V. dahliae in 28 izolatih V. nonalfalafae, nismo pa dobili pozitivnega rezultata pri 
vzorcu 1 - letalen patotip V. nonalfalfae, T2. 
 
 1    2    3   4    5    6    7    8   9   10  11 12  13  14  15 16  17  18 19  20  21  22 23  24 
25  26  27  28  29 30  31  32 33  34  35 
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Slika 12: Reakcija LAMP za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd3; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae. 
Pri analizi, na osnovi kompleta začetnih oligonukleotidov Vnaa-Vd3 (slika 12) nismo 
uspešno ločili izolatov V. nonalfalfae, od izolatov V. alfalfae in V. dahliae. Izbrani komplet 
brez začetnih oligonukleotidov zanke ni dal pozitivnega razultata. 
 
Če torej primerjamo rezultate vseh štirih kombinacij začetnih oligonukleotidov, ki so bile 
načrtovane za razločevanje V. nonalfalfae od ostalih vrst istega rodu, lahko opazimo 
sledeče: za razločevanje V. nonalfalfae in V. dahliae je najbolj primeren komplet Vnaa-
Vd1_2, vendar pa s tem kompletom nismo pomnožili vseh izolatov V. nonalfalfae (Slika 
8). Omenjeni dve vrsti smo lahko ločili tudi v primeru, ko smo uporabili komplet Vnaa-
Vd1_1 brez začetnih oligonukleotidov zanke (Slika 7), vendar pa bi bilo v nadaljevanju 
analizo potrebno izvesti še na večjem številu izolatov. Pri reakciji LAMP z začetnimi 
oligonukleotidi Vnaa-Vd2 smo pomnožili izolate V. nonalfalfae in V. dahliae, vzorci vrst 
V. albo-atrum in V. alfalfae pa se niso pomnožili. Komplet Vnaa-Vd2 je torej primeren za 
ločevanje vrst V. nonalfalfae in V. dahliae od vrst V. albo-atrum in V. alfalfae. S 
kompletom začetnih oligonukleotidov Vnaa-Vd3 pa nismo uspeli določiti V. nonalfalfae 
od ostalih vrst, saj so se pomnožili še izolati V. alfalfae in V. dahliae (Slika 12).  
 
1     2    3    4   5    6    7    8 
9  10  11  12  13  14  15  16 
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Slika 13: Reakcija LAMP za ločevanje vrst V. nonalfalfae in V. dahliae z začetnimi olionukleotidi Vnaa-Vd2 
in Vd-mitoh (brez loop); 1 – V. albo-atrum, 3 – V. alfalfae, 5 – blagi patotip V. nonalfalfae, 11 – letalen 
patotip V. nonalfalfae in 15 – V. dahliae  
Z namenom identifikacije oz. razločevanja vrst V. nonalfalfae in V. dahliae smo izvedli 
dve ločeni reakciji LAMP z začetnimi oligonukleotidi Vnaa-Vd2 in Vd-mitoh na istih 
izolatih (Slika 13); za vsako vrsto smo izbrali po en reprezentativen izolat, kot je prikazano 
na sliki 16. Z reakcijo, pri kateri smo uporabili začetne oligonukleotide Vd-mitoh, 
pomnožimo samo izolat vrste V. dahliae in ga tako ločimo od izolatov vrste V. nonalfalfae, 
z rekacijo pri kateri smo uporabili začetne oligonukleotide Vnaa-Vd2 pa smo dobili 
pozitivni rezultat pri obeh patotipih V. nonalfalfae in pri V. dahliae.  
 
1       3       5     11    15  1     3      5     11      15 
Vnaa Vd2 Vd mitoh. 
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Slika 14: Reakcija LAMP za določanje vrste V. dahliae z Vd-mitoh (brez loop) na drugem setu vzrocev; 1-5 
– letalni patotip V. nonalfalfae, 6-9 – blagi patotip V. nonalfalfae, 10-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14-
18 – blagi patotip V. nonalfalfae, 19-22 – letalen patotip V. nonalfalfae, 23 – blagi patotip V. nonalfalfae, 24, 
25 – letalen patotip V. nonalfalfae, 26, 27 – virulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 28, 29 – 
avirulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 30-35 – V. dahliae 
Delovanje kompleta začetnih oligonukleotidov Vd-mitoh smo testirali še na drugem setu 
vzorcev. Iz zgornje slike (slika 14) je razvidno, da smo pri drugem setu vzorcev v reakciji 
LAMP z začetnimi oligonukleotidi Vd-mitoh pomnožili le tri vzorce vrste V. dahliae 
(vzorci 30 – 32). Pri vseh treh vzorcih je gostiteljska rastlina hmelj, izolati V. dahliae, pri 
katerih pa ni prišlo do amplifikacije (vzorci 33 – 35) pa izhajajo iz drugih gostiteljskih 
rastlin. Pri vzorcih 3, 8, 9 in 13 je prišlo do kontaminacije, vendar analize nismo ponovili, 
ker smo bili omejeni s količino reagentov. 
 
Začetne oligonukleotide za LAMP reakcijo, ki bi bila specifična za V. nonalfalfae (Vnaa-
mitoh.) pa je bilo možno izdelati le v mitohondrijski regiji, kjer so razlike med 
zaporedjema dveh vrst minimalne (označena regija, Priloga B). Ker smo sprva s temi 
začetnimi oligonukleotidi izvedli reakcijo PCR, s katero nismo dobili željenih rezultatov 
(pomnožili so se vsi vzorci) (Slika 27), analize LAMP nismo izvedli. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11 12  13  14  15  16  17  18 19  20  21  22 23  24 
25  26  27  28 29  30  31  32 33  34  35 
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4.1.2  Razlikovanje letalnega in blagega patotipa V. nonalfalfae 
 
 
Slika 15: Reakcija LAMP za določanje letalnih patotipov V. nonalfalfae s PG2_1; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – 
V. alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae 
S kombinacijami začetnih oligonukleotidov PG2 smo želeli določiti letalne patotipe vrste 
V. nonalfalfae. S kombinacijo začetnih oligonukleotidov PG2_1 smo uspešno pomožili vse 
letalne patotipe V. nonalfalfae; 8 – 1985, 9 – 11100, 10 – T2, 11 – BIZ – Poc2, 12 – P 15 
in 13 – P 10. Do amplifikacije DNA pa je prišlo tudi pri vzorcih 15 in 16, ki pa 
predstavljata dva izolata V. dahliae, in sicer izolata PAP2000 in CasD119. Rezultati so 
pričakovani, saj tudi nekatere študije narejene v preteklosti nakazujejo na enak izvor 
letalne regije virulentnega patotipa V. nonalfalfae in vrste V. dahliae (Radišek in sod., 
2004).  Pri omenjeni kombinaciji začetnih oligonukleotidov pa lahko opazimo slabše 
namnoženo DNA tudi pri četrtem vzorcu (izolat 11; V. alfalfae), vendar kot kažejo 
rezultati analize variabilnosti za vrsto V. alfalfae (Pril. B2) je virulentna regija značilna za 
V. nonalfalafae delno lahko prisotna tudi pri V. alfalfae, poleg tega pa tudi med izolati  V. 
alfalfae obstaja določena variabilnost. 
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Slika 16: Reakcija LAMP za določanje letalnega patotipa V. nonalfalfae s PG2_1; 1-5 – letalni patotip V. 
nonalfalfae, 6-9 – blagi patotip V. nonalfalfae, 10-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14-18 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 19-22 – letalen patotip V. nonalfalfae, 23 – blagi patotip V. nonalfalfae, 24, 25 – letalen patotip 
V. nonalfalfae, 26, 27 – virulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 28, 29 – avirulenten patotip V. 
nonalfalfae iz paradižnika, 30-35 – V. dahliae 
Iz druge skupine izolatov gliv rodu Verticillium, ki smo jih zajeli v analizo, smo z 
začetnimi oligonukleotidi PG2_1 uspeli ločiti letalne patotipe vrste V. nonalfalfae od 
blagih patotipov V. nonalfalfae in V. dahliae. Za razliko od prve skupine analiziranih 
vzorcev, kjer sta se amplificirala izolata V. dahliae PAP2000 in CasD119, se pri drugi 
skupini ni amplificiral noben izolat V. dahliae (vzorci 30 – 32 (MoD, KresD, 12042) in 
vzorci 33 – 35 (JKG2, V-138 l, V-176 l). Pri  vzorcu 9 (blagi patotip MO 3), 
predvidevamo, da je prišlo do kontaminacije. Iz rezultatov reakcij LAMP z začetnimi 
oligonukleotidi PG2_1 (Slika 15, Slika 16) lahko sklepamo, da so uporabljeni začetni 
oligonukleotidi PG2_1 primerni za določanje letalnih patotipov vrste V. nonalfalafae, 
vendar pa lahko pride do amplifikacije tudi pri nekaterih izolatih vrste V. dahliae, zato je 
potrebno izvesti kombinacijo analiz in sicer najprej določitev vrste V. nonalfalafae in 
potem še določitev letalnega oz. blagega patotipa. 
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Slika 17: Reakcija LAMP za določanje letalnega patotipa V. nonalfalfae s PG2_2; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 
– V. alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae 
PG2_2 je drugi set začetnih oligonukleotidov, ki so bili načrtovani in pripravljeni za 
specifično pomnoževanje izolatov, ki povzročajo letalno obliko bolezni pri hmelju. 
Pozitivno reakcijo smo dobili pri vseh letalnih patotipih V. nonalfalfae, razen pri vzorcu 12 
(Slika 17). Poleg tega smo dobili pozitiven rezultat tudi pri vzorcu 14 - blagi patotip in 15 - 
izolat V. dahliae iz paprike (PAP2000). Pri reakciji LAMP z začetnimi oligonukleotidi 
PG2_1 smo pomnožili oba izolata V. dahliae, medtem ko je bil rezultat reakcije s PG2_2 
pri izolatu V. dahliae iz hmelja (vzorec 16) negativen. Dobljeni rezultati kažejo na 
variabilnost posameznih regij zaporedja, ki je značilno za letalni patotip V. nonalfalfae  ter 
na variabilnost izolatov posameznih vrst. 
 
4.1.3 Razlikovanje vrste V. nonalfalfae od vrste V. alfalfae 
 
 
Slika 18: Reakcija LAMP za določanje vrst rodu Verticillium z začetnimi oligonukleotidi: 12_1_Chr2 in 
14Chr3; 1 – V. albo-atrum, 3 – V. alfalfae, 5 – blagi patotip V. nonalfalfae, 11 – letalen patotip V. 
nonalfalfae, 15 – V. dahliae. 
V primeru analize z začetnimi oligonukleotidi 12_1_Chr2 in 14Chr3 narejenimi na osnovi 
na osnovi poravnave med nukleotidnimi zaporedji vrst V. nonalfalfae in V. alfalfae  
(priloga D) smo za vsako vrsto izbrali po en izolat iz prve skupine vzorcev. Pri reakciji 
LAMP z začetnimi oligonukleotidi 12_1_Chr2 smo uspeli pomnožiti vrste V. alfalfae, oba 
 1    2    3    4   5    6    7    8  9  10 11  12  13  14 15 16 
1    3    5   11  15   1   3    5   11  15 
12_1_Chr2            14Chr3 
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patotipa V. nonalfalfae in V. dahliae, s kombinacijo začetnih oligonukleotidov 14Chr3 pa 
oba patotipa V. nonalfalfae in V. dahliae. V nobenem primeru nismo pomnožili vrste V. 
albo-atrum (Slika 18). 
 
4.2 ANALIZA PRODUKTOV REAKCIJ PCR Z LAMP ZAČETNIMI 
OLIGONUKLEOTIDI 
 
V drugem delu naloge smo se osredotočili na ovrednotenje metode LAMP preko izvajanja 
reakcij PCR na istih izolatih, ob tem pa smo bili pozorni na skladnost oz. neskladnost 
rezultatov obeh metod. V nalogo smo vključili le  PCR z začetnimi oligonukleotidi F3 in 
B3 iz posamezne kombinacije načrtovanih začetnih oligonukleotidov, ki smo jih prvotno 
uporabili v testih določanja z LAMP. Zanimal pa nas je tudi izid reakcije PCR, če bi 
uporabili le FIP in BIP oz. LoopF in LoopB, vendar so bili rezultati reakcij v obeh primerih 
negativni in jih iz tega razloga nismo vključili v nalogo. Slike elektroforeznih gelov pod to 
točko torej vključujejo le rezultate reakcij PCR z začetnimi oligonukleotidi F3 in B3. 
 
 
Slika 19: Reakcija PCR za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd1_1; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae , P – V. dahliae PAP1999, Č – V. dahliae ČasD. 
Rezultati reakcije PCR s parom zunanjih začetnih oligonukleotidov F3 in B3 (Vnaa-
Vd1_1) se ujemajo z rezultati reakcije LAMP (Slika 5). Tudi tokrat nismo uspeli ločiti V. 
alfalfae in V. dahliae od V. nonalfalfae, vendar pa lahko v tem primeru opazimo le blag 
pomnožek pri izolatih V. dahliae (vzorec 15 in 16), medtem ko je bilo pri reakciji LAMP 
moč zaznati močno reakcijo pri obeh izolatih V. dahliae. Zanimivo je tudi, da pri ostalih 
vzorcih V. dahliae (PAP1999 in ČasD) ni prišlo do amplifikacije DNA (Slika 19).  
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Slika 20: Reakcija PCR za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd2; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae. 
Če primerjamo rezultate reakcij LAMP in PCR z začetnimi oligonukleotidi Vnaa-Vd2 
(Slika 9 in 20), lahko opazimo, da smo z obema metodama dosegli pozitivno reakcijo pri 
vseh izolatih V. nonalfalfae, medtem ko se DNA V. albo-atrum in V. alfalfae ni namnožili. 
Prav tako lahko pri obeh metodah opazimo pozitivno reakcijo pri izolatih V. dahliae, s tem 
da se je pri metodi LAMP DNA bolj namnožila. 
Z optimizacijo pogojev oz. z višanjem temperature, ki spremlja reakcijo PCR, smo želeli 
preprečiti pojav nespecifičnega pomnoževanja DNA pri izolatih V. dahliae (Slika 21). Če 
primerjamo sliki a in b, lahko opazimo da smo s spremembo temperaturnega režima iz 
65°C na 69°C (oz. iz 60 na 64°C) preprečili namnoževanje DNA pri izolatih V. dahliae 
(vzorec 15 – PAP2000 in 16 – CasD119) ter pri enem izolatu blagega patotipa V. 
nonalfalfae (vzorec 5 - Zup). Ko smo v tretji reakciji PCR (slika c) temperaturo 
pomnoževanja zvišali še za 3°C, se je namnožila le DNA pri izolatih letalnega patotipa V. 
nonalfalfae (vzorci 8, 9, 12 in 13). 
S parom zunanjih začetnih oligonukleotidov Vnaa-Vd3 z reakcijo PCR nismo uspeli ločiti 
V. nonalfalfae in V. alfalfae ter V. dahliae (Slika 22), enako kot z LAMP postopkom. 
Opazimo lahko tudi pojav nespecifične amplifikacije DNA pri izolatih V. albo-atrum 
(levo). Glede na rezultate reakcij LAMP in PCR z začetnimi oligonukleotidi Vnaa-Vd1_1 
in Vnaa-Vd3, lahko trdimo, da niso primerni za določanje vrste V. nonalfalfae. 
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Slika 21: Optimizacije reakcij PCR za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd2; 5-7 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae; a - 
reakcija PCR s temperaturo pomnoževanja 65°C (5 ciklov) in 60°C (30 ciklov); b - reakcija PCR s 
temperaturo pomnoževanja 69°C (5 ciklov) in 64°C (30 ciklov); c – reakcija PCR s temperaturo 
pomnoževanja 72°C (5 ciklov) in 67°C (30 ciklov). 
 
 
Slika 22: Reakcija PCR za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-Vd3; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae 
 
a b 
c 
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Slika 23: Reakcija PCR za določanje letalnih patotipov V. nonalfalfae s PG2_1; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – 
V. alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae, P – PAP1999 V. dahliae,, Č – ČasD V. dahliae, 
Z reakcijo PCR, pri kateri smo uporabili začetna oligonukleotida F3 in B3 seta PG2_1 smo 
uspešno določili vse letalne patotipe vrste V. nonalfalfae (vzorci:8, 9-13). Blag pomnožek 
opazimo pri vzorcu 14 (blagi patotip V. nonalfalfae) in 15 (V. dahliae, izolat PAP2000). 
Pri izolatih V. dahliae, ki smo ju uporabili kot negativno kontrolo, se DNA ni namnožila. 
Rezultati so primerljivi s tistimi, ki smo jih dobili pri metodi LAMP (Slika 15), le pri 
vzorcu 16 (V. dahliae ČasD119) smo z reakcijo PCR dobili zelo šibak pomnožek. PCR 
rekacija je vezana na le en par začetnih oligonukleotidov, medtem ko pri pogojih LAMP 
reakcije, kjer uporabimo večje število začetnih oligonukleotidov lahko pomnožimo manjše 
koncentracije DNA, vendar pa je reakcija zaradi uporabe 4-6 začetnih oligonukleotidov 
bolj specifična.    
 
 
Slika 24: Optimizacija reakcije PCR za določanje letalnih patotipov V. nonalfalfae s PG2_1; 5-7 – blagi 
patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. nonalfalfae, 15, 16 – V. 
dahliae. 
Kljub optimizaciji temperaturnega protokola (namesto 65°C smo pomnoževali pri 69°C oz. 
namesto 60°C smo pomnoževali pri 64°C) reakcije PCR pa pri izolatu blage oblike V. 
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nonalfalfae (vzorec 14), še vedno dobimo zelo blag pomožek (ki je sicer šibkejši kot pri 
pogojih pomnoževanja 65°C -Slika 23), ravno tako  pri izolatih V. dahliae (vzorca 15 in 
16) (Slika 24). 
 
 
Slika 25: Reakcija PCR za določanje letalnih patotipov V. nonalfalfae s PG2_2; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – 
V. alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae. 
V primerjavi z rezultati reakcije LAMP, smo z metodo PCR pri setu PG2_2 (slika 25) 
pridobili bolj specifične rezultate, saj smo z reakcijo LAMP poleg letalnih patotipov 
namnožili tudi V. alfalfae (vzorec 4, izolat 11) in blagi patotip V. nonalfalfae (vzorec 5, 
izolat Zup in vzorec 14, izolat P83) (Slika 17). Na gelu (levo se je pomnožil le osmi 
vzorec, ki predstavlja izolat letalnega patotipa V. nonalfalfae, za katerega so izbrani začetni 
oligonukleotidi specifični. Na drugem gelu (desno) pa smo poleg letalnih patotipov V. 
nonalfalfae, določili še blag patotip in oba izolata V. dahliae, vendar pa je signal za 
pomnožen fragment pri slednjih opazno šibkejši (Slika 25). 
 
 
Slika 26: Reakcija PCR za določanje vrste V. dahliae z Vd-mitoh.; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. alfalfae, 5-
7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. nonalfalfae, 15, 16 
– V. dahliae. 
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Poleg izolatov V. dahliae, smo z začetnimi oligonukleotidi Vd-mitoh v reakciji PCR 
določili še dva blaga patotipa V. nonalfalfae (vzorec 6 in 14) (Slika 26). Pri izvajanju 
reakcij LAMP z istimi začetnimi oligonukleotidi pa smo uspešno določili le tiste V. 
dahliae, ki so bili izolirani iz hmelja (Slika 14). Glede na rezultate, lahko sklepamo, da je 
za določanje vrste V. dahliae primernejši test LAMP s kombinacijo štirih začetnih 
oligonukleotidov Vd-mitoh. (brez LoopF in LoopB). 
 
 
Slika 27: Reakcija PCR za določanje vrste V. nonalfalfae z Vnaa-mitoh.; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae. 
Za določanje vrste V. nonalfalfae z začetnimi oligonukleotidi Vnaa-mitoh. smo lahko 
izdelali začetne oligonukleotide le v mitohondrijski regiji, kjer so razlike med zaporedjema 
dveh vrst minimalne (označena regija, Priloga H).  Iz zgornje slike je razvidno, da so se 
pomnožili vsi izbrani izolati.  Tudi z nadaljnimi optimizacijami temperaturnega protokola 
reakcij LAMP in PCR nismo dosegli zastavljenega cilja, saj je bila reakcija pri vseh 
vzorcih pozitivna (pri nižjih temperaturah pomnoževanja) ali pa negativna (pri višjih 
temperaturah pomnoževanja). 
 
4.3 PCR ANALIZA IZOLATOV Z VRSTNO-SPECIFIČNIMI ZAČETNIMI 
OLIGONUKLEOTIDI 
 
Vseh 51 izolatov, ki smo jih pridobili iz IHPS, smo identificirali še s petimi pari začetnih 
oligonukleotidov, ki so jih razvili Inderbitzin in sod. (2013) in so bili uporabljeni že v 
prejšnjih analizah in poskusih identifikacije gliv rodu Verticillium (Jeseničnik, 2014). S 
tem namenom smo vse izolate pomnožili z vsakim parom vrstno-specifičnih začetnih 
oligonukleotidov v ločeni reakciji PCR. Nekatere reakcije smo pri optimiziranih 
temperaturnih protokolih ponovili večkrat.  
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Slika 28: Reakcije PCR za določanje vrst rodu Verticillium z začetnimi oligonukleotidi Aaf/AaTr (za vrsto V. 
albo-atrum) in Alff/AlfDr1 (za vrsto V. alfalfae)  (Inderbitzin in sod., 2013); 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. 
alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae. 
Slika 28 prikazuje PCR za določanje vrst rodu Verticillium z ločenimi reakcijami in pari 
vrstno-specifičnih začetnih oligonukleotidov: AaF/AaTr, Alff/AlfDr1. AaF/AaTr 
kombinacija je specifična za določanje vrste V. albo-atrum, kar nam je tudi uspelo brez 
optimizacije prvotnega temperaturnega protokola. Opazimo lahko namreč pomnožen 
fragment pri prvem izolatu, pri drugem pa je signal pozitiven, vendar precej šibkejši. S 
pomnoževanjem z Alff in AlfDr1, ki je specifična za vrsto V. alfalfae smo poleg izolatov 
V. alfalfae (vzorec 3 in 4), pomnožili še izolat V. albo-atrum (vzorec 2, izolat 112), za 
katerega izbrani par ni specifičnen.  
 
 
Slika 29: Reakcija PCR za določanje vrste V. alfalfae začetnimi oligonukleotidi po Inderbitzin in sod. (2013); 
1-5 – letalni patotip V. nonalfalfae, 6-9 – blagi patotip V. nonalfalfae, 10-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 
14-18 – blagi patotip V. nonalfalfae, 19-22 – letalen patotip V. nonalfalfae, 23 – blagi patotip V. nonalfalfae, 
24, 25 – letalen patotip V. nonalfalfae, 26, 27 – virulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 28, 29 – 
avirulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 30-35 – V. dahliae. 
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Vzorce na Sliki 29 smo pomnožili z začetnimi oligonukleotidi Alff/AlfDr1 specifičnimi za 
vrsto V. alfalfae (Inderbitzin in sod., 2013). Pričakovali smo, da na elektroforeznem gelu 
ne bo pomnoženih fragmentov in se, po pričakovanjih, ni pomnožil noben izolat. 
 
 
Slika 30: Optimizacija reakcije PCR za določanje vrste V. nonalfalfae z Nof/NoNuR (Inderbitzin in sod., 
2013); 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – letalen patotip V. 
nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae. 
Izbrane izolate smo pomnoževali z začetnimi oligonukleotidi Nof/NoNuR, ki so specifični 
za vrsto V. nonalfalfae (Slika 30). S prvotnim protokolom pomnoževanja (35 ciklov, 62°C) 
(Jeseničnik, 2014) nismo dosegli želenih rezultatov, medtem ko smo z optimizacijo 
reakcije PCR, ki je vključevala povišanje števila ciklov in znižanje temperature 
pomnoževanja DNA (38 ciklov, 60°C) uspeli določiti vseh šest letalnih patotipov (vzorci 8 
– 13) in dva blaga patotipa V. nonalfalfae (vzorca 7, KRES 98 in 14, P 83). Ker sta začetna 
oligonukleotida Nof in NoNuR namenjena za določanje V. nonalfalfae, smo pričakovali da 
se bodo pomnožili vsi izolati te vrste, vendar je bila reakcija pri vzorcih 5 in 6 negativna, 
kar lahko nakazuje na delno nespecifičnost testa verjetno povezano z variabilnostjo 
izolatov.   
 1    2    3   4    5   6    7    8    9   10  11  12 13  14  15  16  H2O 
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Slika 31: Reakcija PCR za določanje V. dahliae z Df/Dr (Inderbitzin in sod., 2013); 1-5 – letalni patotip V. 
nonalfalfae, 6-9 – blagi patotip V. nonalfalfae, 10-13 – letalen patotip V. nonalfalfae, 14-18 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 19-22 – letalen patotip V. nonalfalfae, 23 – blagi patotip V. nonalfalfae, 24, 25 – letalen patotip 
V. nonalfalfae, 26, 27 – virulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 28, 29 – nevirulenten patotip V. 
nonalfalfae iz paradižnika, 30-35 – V. dahliae. 
Z začetnima oligonukleotidoma Df in Dr, ki sta specifična za vrsto V. dahliae, smo med 
izbranimi vzorci pomnožili izolate V. dahliae iz hmelja (vzorci 30 – 32). Pri vzorcih 33 – 
35, ki predstavljajo V. dahliae iz katalpe in bombaža, je signal bistveno slabši, kar je lahko 
posledica slabše specifičnosti pri teh izolatih. Glede na intenziteto pomnožkov lahko 
domnevamo tudi, da je analizirana regija v teh treh izolatih slabše zastopana v nižjem 
številu kopij kot pri izolatih iz hmelja. ). Rahle pomnožke lahko opazimo tudi pri vzorcu 
14 (blagi patotip V. nonalfalfae) in vzorcu 27 (letalni patotip V. nonalfalfae). Sklepamo, da 
je to posledica nespecifičnega namnoževanja, kar bi lahko odpravili z zaostritvijo pogojev 
reakcije PCR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 1    2   3    4    5   6    7   8    9   10  11 12 13  14  15 16  17  18 19  20 21 22  23 24 
25  26 27  28  29 30 31  32  33 34  35 
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Slika 32: Reakcija PCR za določanje letalnih patotipov V. nonalfalfae z začetnimi oligonukleotidi 4CMR4; a 
– prva skupina vzorcev; 1, 2 – V. albo-atrum, 3, 4 – V. alfalfae, 5-7 – blagi patotip V. nonalfalfae, 8-13 – 
letalen patotip V. nonalfalfae, 14 – blagi patotip V. nonalfalfae, 15, 16 – V. dahliae.; b – druga skupina 
vzorcev; 1-5 – letalni patotip V. nonalfalfae, 6-9 – blagi patotip V. nonalfalfae, 10-13 – letalen patotip V. 
nonalfalfae, 14-18 – blagi patotip V. nonalfalfae, 19-22 – letalen patotip V. nonalfalfae, 23 – blagi patotip V. 
nonalfalfae, 24, 25 – letalen patotip V. nonalfalfae, 26, 27 – virulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 
28, 29 – avirulenten patotip V. nonalfalfae iz paradižnika, 30-35 – V. dahliae. 
V zadnjem delu naloge smo izvedli še analizo z začetnimi oligonukleotidi 4CMR4, ki 
prepoznavajo specifično zaporedje v genomu letalnega patotipa V. nonalfalfae (Slika 32). 
Pri prvem setu vzorcev smo z reakcijo PCR pomnožili vse letalne patotipe, z izjemo 8. 
vzorca, kjer gre za letalen patotip V. nonalfalfae, 1985 (slika a). Šibak fragment pa lahko 
opazimo tudi pri vzorcih 14 (blag patotip V. nonalfalfae, P 83) in 15 (V. dahliae, 
PAP2000), s tem da smo pri steh dveh vzorcih tudi v primeru nekaterih LAMP analiz 
potrdili pomnožen fragment. V drugem setu vzorcev (slika b) smo uspešno določili vse 
 1   2    3    4   5    6    7    8   9   10  11  12  13  14 15 16  H2O 
 1   2    3    4   5    6    7    8    9  10  11 12  13  14  15  16  17  18 19  20  21 22   23  24 
25  26 27  28  29 30   31  32  33  34  35 
a 
b 
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letalne patotipe., Zelo šibko pomnožene fragment lahko opazimo pri nekaterih izolatih 
blagega patotipa V. nonalfalfae (7 Rec, 14 1953, 16 14/93 in 18 P84/2) ter pri vzorcu 31 
(V. dahliae iz hmelja, KresD).  
 
4.4 ANALIZA VARIABILNOSTI VRST RODU Verticillium 
 
Zaradi neskladnih rezultatov testov LAMP in PCR smo v našo raziskavo vključili še 
analizo, s katero bi pridobili boljši vpogled v variabilnost fitopatogenih gliv tega rodu. 
Preko boljšega razumevanja variabilnosti, bi lahko potencialno pojasnili neskladje in 
neponovljivost rezultatov pri obeh izvedenih diagnostičnih metodah ter težavno 
načrtovanje specifičnih začetnih oligonukleotidov. Vsi rezultati analize variabilnosti oz. 
reakcij PCR so prikazani v preglednicah v Prilogi G. Spremljali smo pojav elektroforezne 
črte na gelu, vendar smo tokrat zaradi večjega števila začetnih oligonukleotidov in 
izolatov, rezultate reakcij vnesli v tabele (Priloga G).  
 
V primeru analize variabilnosti so bili uporabljeni začetni oligonukleotidi načrtovani na 
podlagi letalne regije specifične za letalni patotip Verticilium nonalfalafe, ki smo jo odkrili 
na osnovi sekvenciranja genoma in je dolga 0,547 kb (Jakše in sod., 2018). Pari začetnih 
oligonukleotidov so bili izdelani na 14 različnih mestih virulentne regije (enakomerno 
razporejeni čez celotno regijo) in v naši analizi uporabljeni za namnoževanje 88 izolatov, 
ki predstavljajo osem vrst rodu Verticillium. Ob primerjavi rezultatov pomnoževanja z 
vsemi začetnimi oligonukleotidi, ki so specifični za letalni patotip PG2, lahko opazimo 
razlike med patotipi znotraj vrste/skupine (Priloga G). Če primerjamo rezultate 
pomnoževanja med posameznimi vrstami oz. patotipi rodu Verticillium, lahko opazimo, da 
je največ pozitivnih rezultatov (pomnoženih fragmentov) pri izolatih letalnega patotipa V. 
nonalfalfae, kar se sklada z našimi pričakovanji, glede na to, da so bili začetni 
oligonukleotidi osnovani na osnovi letalne regije tega patotipa. Največ izolatov znotraj te 
skupine smo uspeli pomnožiti z začetnimi oligonukleotidi E15, P1, P2, P4, P13, P16 in 
P18. Pri letalnem patotipu V. nonalfalfae je bil delež razlik pri pomnoževanju med 
posameznimi izolati od 0 – 80 % glede na posamezne lokuse (Preglednica 9), pri 
neopredeljenem patotipu V. nonalfalfae je ta delež znašal od 17 – 75 %, pri izolatih 
blagega patotipa V. nonalfalfae je možno opaziti bistveno manj pomnožkov, s tem da je bil 
delež razlik od 0 – 100% pri posameznih lokusih (Preglednica 9). Pri izolatih vrste V. 
dahliae je bil delež razlik pri pomnoževanju od 0 – 92 %. pri izolatih V. alfalfae od 0 do 20 
%. Pri izolatih V. albo-atrum se noben lokus ni pomnožil pri nobenem izolatu (Preglednica 
9), pri izolatih V. alfalfae pa lahko opazimo, da smo kar s šestimi pari začetnih 
oligonukleotidov namnožili DNA vseh oz. večine izolatov. Glede na to, da je vrsta V. 
alfalfae bolj sorodna V. nonalfalfae kot je V. albo-atrum, se rezultati pomnoževanja s PG2 
specifičnimi začetnimi oligonukleotidi skladajo z našimi pričakovanji.  
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Preglednica 9: Delež variabilnosti za posamezne vrste rodu Verticillium. 
Vrsta 
 
Delež variabilnosti/lokus 
  Virulenca E15 '6-2 P1 P2 P4 P5 P6 P7 P9 P10 P11 P13 P14 P16 P17 P18 
V. nonalfalfae letalen 0 6 0 0 0 64 80 20 38 64 80 0 64 0 6 0 
V. nonalfalfae / 75 75 75 75 75 40 17 75 75 75 17 75 17 75 17 75 
V. nonalfalfae blag 8 100 0 0 0 0 0 40 56 56 0 0 40 0 75 7 
V. dahliae  / 25 25 25 0 0 32 14 25 92 92 9 62 4 0 0 67 
V. alfalae  / 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
V alboatrum  / 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
Preglednica 10: Delež pomnoženih vzorcev za posamezne vrste rodu Verticillium. 
Vrsta 
 
Delež pomnoženih/lokus 
  Virulenca E15 '6-2 P1 P2 P4 P5 P6 P7 P9 P10 P11 P13 P14 P16 P17 P18 
V. nonalfalfae letalen 100 94 100 100 100 61 44 83 28 39 44 100 39 100 94 100 
V. nonalfalfae / 43 43 43 57 57 29 14 43 43 43 14 43 86 43 86 43 
V. nonalfalfae blag 7 50 0 0 0 0 0 29 36 36 0 0 29 0  57 7 
V. dahliae  / 20 20 20 8 12 24 12 20 52 48 8 68 4 40 4 40 
V. alfalae  / 100 100 100 0 0 100 83 100 0 0 0 100 0 0 0 100 
V alboatrum  / 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
Na osnovi rezultatov analize lahko torej sklepamo, da so izolati vrst V. nonalfalafe in V. 
dahliae zelo variabilni. Kljub morebitni ohranjenosti določenih zaporedij med 
posameznimi vrstami, pa je za rod Verticillium značilna velika variabilnost na ravni DNA, 
kar morda pojasnjuje dobljene rezultate ter neskladnost znotraj posamezne vrste rodu 
Verticillium. 
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5 SKLEPI 
Opravljena raziskava je vključevala 51 slovenskih in tujih izolatov gliv rodu Verticillium, 
ki smo jih pridobili iz Inštituta za pivovarstvo in hmeljarstvo Slovenije (IHPS). Med 
izbranimi izolati smo s pomočjo metode izotermalnega pomnoževanja DNA (LAMP) 
skušali določiti posamezne vrste obravnavanega rodu gliv, pri tem pa smo se osredotočili 
na določanje vrste V. nonalfalfae, ki povzroča blago in letalno obliko verticilijske uvelosti 
hmelja. 
 
Za razvoj testa LAMP, ki bi pripomogel k učinkovitemu razločevanju med proučevanimi 
škodljivci hmelja in ostalih gospodarsko pomembnih rastlin, smo najprej oblikovali nabor 
devetih različnih kompletov začetnih oligonukleotidov. Slednji so bili namenjeni določanju 
vrste V. nonalfalfae ter virulentnega patotipa PG2, ki povzroča hmeljevo uvelost in s tem 
propad hmeljne rastline. Po izvedenih analizah z metodo LAMP, smo med oblikovanimi 
kombinacijami začetnih oligonukleotidov izbrali tri komplete, s katerimi smo v največih 
primerih uspešno določili iskane vrste gliv iz prve skupine analiziranih izolatov, in sicer: 
komplet Vnaa-Vd2, s katerim smo določili izolate vrste V. nonalfalfae, komplet PG2_1, s 
katerim smo določili letalne patotipe vrste V. nonalfalfae  ter komplet Vd mitoh., s katerim 
smo določili izolate vrste V. dahliae.  Največja težava s katero smo se soočali pri analizah 
izolatov je bil pojav nespecifičnih fragmentov (prisotnost elektroforezne črte, kjer ne bi 
smeli dobiti pomnožka) ali pa pozitivnimi rezultati kot posledica navzkrižne reakcije ali pa 
morda kontaminacije (lahko že v fazi gojenja glivne kolonije). Pojav smo opazili predvsem 
pri izolatih V. dahliae, kar pomeni, da se je DNA nekaterih izolatov V. dahliae z reakcijo 
LAMP namnožila tudi v primerih, ko smo želeli določiti V. nonalfalfae oz. njene letalne 
patotipe. Med takšnimi izolati V. dahliae je najbolj iztopal PAP2000, ki je bil izoliran iz 
okužene rastline paprike. Namnožena DNA je bila lahko v tem primeru posledica 
prileganja ali delnega prileganja enega ali večih začetnih oligonukleotidov na določeno 
nukleotidno zaporedje tega izolata. Zaradi velike genetski variabilnosti, tudi med izolati 
znotraj posamezne vrste rodu Verticillium, obstaja namreč velika verjetnost, da so 
posamezni izolati določene vrste na nekaterih odsekih genoma bolj podobni drugi vrsti kot 
pa predstavnikom svoje vrste, kar smo pokazali z analizo variabilnosti vrst rodu 
Verticillium opisano v poglavju 4.4. V naši raziskavi smo začetne oligonukleotide 
načrtovali na podlagi specifičnih regij oz. delov genoma vrste V. nonalfalfae ter poravnav 
genomov V. nonalfalfae in V. dahliae  ter V. nonalfalfae in V. alfalfae vendar smo imeli za 
izdelavo začetnih oligonukleotidov in primerjavo na voljo sekvenčne podatke samo za 
posamezen izolat določene vrste, na pa za vse izolate obravnavane v tej nalogi.  
Na pojav lažno pozitivnih rezultatov zaradi nespecifičnega namnoževanja DNA ali tvorbe 
dimerov lahko potencialno vpliva prisotnost LoopF in LoopB. Z ozirom na to, smo 
nekatere teste LAMP izvedli le z dvema paroma začetnih oligonukleotidov (F3 in B3 ter 
FIP in BIP), vendar v večini takšnih primerov reakcije nismo izboljšali. Izjemoma smo s 
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testom LAMP in kompletom Vnaa-Vd1_1 ob izločitvi začetnih oligonukleotidov zanke 
(LoopF in LoopB) uspešno določili izolata V. nonalfalfae, izolati V. dahliae pa se niso 
pomnožili, kar se sklada z našimi pričakovanji (Slika 7).  
Reakcije LAMP navadno potekajo pri konstantni temperaturi. Da bi se izognili pojavu 
lažno pozitivnih ali negativnih rezultatov, je bila v nekaterih primerih potrebna 
optimizacija temperature, pri kateri je potekalo pomnoževanje DNA. Večji delež testov 
LAMP smo tako opravili v skladu s priloženim protokolom, torej pri 65°C, kjer pa smo 
želeli zaostriti pogoje za bolj specifično določanje gliv, pa smo zvišali temperaturo 
pomnoževanja (< 68°C). Pomemben parameter, ki vpliva na uspešen potek testov LAMP, 
je tudi čas trajanja reakcije.  Večinoma je pomnoževanje DNA v naši raziskavi potekalo 45 
minut, reakcija LAMP za določanje V. dahliae z začetnimi oligonukleotidi Vd mitoh. pa je 
potekala 90 minut (Slika 13 in 14). Z optimizacijo smo dobili drugačen rezultat pri reakciji 
PCR in kompletom PG2_1. Temperaturo pomnoževanja smo iz 65°C povišali na 69°C oz. 
iz 60°C na 64°C in sicer z namenom, da bi se znebili pomnožkov pri vzorcu 14 – blagi 
patotip V. nonalfalfae (P 83) in izolatih V. dahliae, vendar je bilo vseeno mogoče opaziti 
blage pomnožke pri omenjenih izolatih (Slika 24). Tudi pri pomnoževanju s kompletom 
Vnaa-mitoh. smo večkrat povišali temperaturo pomnoževanja tako LAMP kot tudi PCR 
reakcije, vendar nismo dobili želenih rezultatov. 
Za ovrednotenje metode LAMP smo izvedli več reakcij PCR z različnimi kompleti; za 
identifikacijo V. nonalfalafe smo uporabili pet kompletov in sicer: Vnaa-Vd1_1, Vnaa-
Vd2, Vnaa-Vd3, PG2_1 in PG2_2, za identifikacijo V. dahliae pa kompleta Vd-mitoh in 
Vnaa-mitoh. Kot omenjeno, smo pri določanju vrste V. nonalfalfae s testom LAMP 
pogosto namnožili fragmente pri izolatih drugih vrst, predvsem V. dahliae. Tudi pri 
številnih reakcijah PCR, pri katerih smo za pomnoževanje uporabili le par zunanjih 
začetnih oligonukleotidov (F3 in B3) se je DNA izolatov V. dahliae namnožila, vendar pa 
je bila elektroforezna črta produktov bolj šibka kot pri produktih LAMP. Sklepamo lahko, 
da se razlog nahaja v številu uporabljenih začetnih oligonukleotidov – za reakcijo LAMP 
jih namreč potrebujemo več, obstaja tudi večja verjetnost, da se jih bo več prilegalo na 
zaporedja, ki so podobna tarčni DNA. Po primerjavi produktov obeh reakcij, vidimo, da 
smo s kompletom Vnaa-Vd2 pri reakciji PCR dobili bistveno šibkejše pomnožke pri 
vzorcih V. dahliae (Slika 20) v primerjavi z reakcijo LAMP (Slika 9). Po optimizaciji 
reakcije PCR (pomnoževanje pri 72°C, 5 ciklov; 67°C, 30 ciklov) se DNA izolatov V. 
dahliae ni namnožila (Slika 21). Tudi s kompletom PG2_1 smo z reakcijo LAMP 
namnožili DNA pri vzorcu 16 – V.dahliae (Slika 15), fragment pri istem vzorcu pa je bil 
po reakciji PCR opazno šibkejši (Slika 23). S kompletom PG2_2 smo pri vzorcu 12 – 
letalen patotip V. nonalfalfae in vzorcu 16 – V. dahliae dobili negativen rezultat (Slika 17), 
s PCR reakcijo pa se je DNA teh dveh izolatov namnožila (Slika 25).  
Zaradi neskladnosti rezultatov, smo izolate analizirali še s specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi, ki so bili izdelani po protokolu avtorjev Inderbitzin in sod. (2013) z 
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namenom identifikacije vrst in izolatov rodu Verticillium. S temi začetnimi oligonukleotidi 
smo v glavnem uspešno določili vrste, le da pri pomnoževanju s parom Nof in NoNur 
nismo pomnožili vseh izolatov V. nonalfalfae (vzorca 5 in 6; Slika 30), s parom Df in Dr 
pa smo sicer pomnožili vse izolate V. dahliae, vendar pa je signal pri vzorcih 33 – 35 
bistveno šibkejši (Slika 31). Sklepamo, da je v obeh primerih možna slabša izolacija DNA, 
razgrajena DNA ali pa prisotnost inhibitorjev v reakcijski mešanici. V primeru odsotnosti 
signala pri izolatu oz., če noben vrstno specifični začetni oligonukleotid ne namnoži 
produkta, se lahko izvede analiza regije ITS (White in sod., 1990), čemur sledi 
sekvenciranje produkta PCR ter v podatkovni bazi GenBank preveri ujemanje. Če pa se 
tudi regija ITS ne namnožuje, je težava v kakovosti uporabljene DNA (Jeseničnik, 2014). 
 
Preglednica 11: Rezultati reakcij LAMP za 16 izolatov. Legenda:  + pomnožen fragment, - ni pomnožka, *+ 
slabo pomnožen fragment, /  ni bila izvedena analiza 
 
 
Izolat  Vrsta Gostitelj Patotip Vna
a-
Vd1 
Vna
a-
Vd1
_2 
Vna
a-
Vd2 
Vna
a-
Vd3 
PG2
_1 
PG2
_2 
Vd-
mitoh. 
12_1_
Chr2 
14
Chr
3 
110 V. albo-atrum krompir / - - - - - - - - - 
112 V. albo-atrum krompir / - - - - - - / / - 
107 V. alfalfae lucerna / + - - + - - - + / 
11 V. alfalfae lucerna / + - - + *+ *+ / / / 
Zup V. nonalfalfae hmelj blag + - + + - - - + + 
Rec9
1 
V. nonalfalfae hmelj blag + *+ + + - - / / / 
KRE
S 98 
V. nonalfalfae hmelj blag + - + + - - / / / 
1985 V. nonalfalfae hmelj letalen + - + + + + / / / 
1110
0 
V. nonalfalfae hmelj letalen + - + + + + / / / 
T2 V. nonalfalfae hmelj letalen + *+ + + + + / / / 
BIZ 
– 
Poc2 
V. nonalfalfae hmelj letalen + - + + + + - + + 
P 15 V. nonalfalfae hmelj letalen + + + + + - / / / 
P 10 V. nonalfalfae hmelj letalen + *+ + + + + / / / 
P 83 V. nonalfalfae hmelj blag + + + + - + / / / 
PAP
2000 
V. dahliae paprika letalen + - + + + - + + + 
CasD
119 
V. dahliae hmelj letalen + - + + + / / / / 
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Preglednica 12: Rezultati reakcij PCR. Legenda:  + pomnožen fragment, - ni pomnožka, *+ slabo pomnožen 
fragment, n. p. – nespecifičen pomnožek, /  ni bila izvedena analiza. 
Izolat Vrsta Gostitelj Patotip Vnaa-
Vd1 
Vna
a-
Vd2 
Vnaa-
Vd3 
PG2_
1 
PG2
_2 
Vd 
mito
h. 
Vna
a-
mito
h. 
4CMR4 
110 V. albo-atrum krompir / - - n.p. - - - + - 
112 V. albo-atrum krompir / - - n.p. - - - + - 
107 V. alfalfae lucerna / + - + - - - + - 
11 V. alfalfae lucerna / + - + - - - + - 
Zup V. nonalfalfae hmelj blag + + + - - - + - 
Rec91 V. nonalfalfae hmelj blag + + + - - *+ + - 
KRES 
98 
V. nonalfalfae hmelj blag + + + - - - + - 
1985 V. nonalfalfae hmelj letalen + + + *+ + - + - 
11100 V. nonalfalfae hmelj letalen + + + + + - + + 
T2 V. nonalfalfae hmelj letalen + + + + + - + + 
BIZ – 
Poc2 
V. nonalfalfae hmelj letalen + + + + + - + + 
P 15 V. nonalfalfae hmelj letalen + + + + + - + + 
P 10 V. nonalfalfae hmelj letalen + + + + + - + + 
P 83 V. nonalfalfae hmelj blag + + + - *+ + + + 
PAP2
000 
V. dahliae paprika letalen *+ *+ + *+ *+ + + + 
CasD1
19 
V. dahliae hmelj letalen - - *+ - *+ + + - 
Iz Preglednic 11 in 12 je razvidno, da smo izolate V. nonalfalfae uspešno določili z 
reakcijo LAMP s sledečimi kompleti začetnih oligonukleotidov: Vnaa-Vd1_2, Vnaa-
Vd1_1, Vnaa-Vd2. S Slednjim smo pomnožili tudi izolata V. dahliae PAP2000 in 
CasD119 (Preglednica 11) ter z reakcijo PCR z začetnima oligonukleotidoma F3 in B3 iz 
kompleta Vnaa-Vd2, z izjemo izolata V. dahliae PAP2000, pri katerem opazimo slabo 
pomnožen fragment (Preglednica 12). Letalne patotipe (PG2) V. nonalfalfae smo najbolje 
določili z reakcijo LAMP s kompletom PG2_1, s katerim se je pomnožilo tudi nekaj 
izolatov V. dahliae (Preglednica 11), kar lahko opredelimo z dejstvom, da nekatere  
raziskave (Radišek in sod., 2004) nakazujejo na določeno stopnjo ujemanja letalne regije 
V. nonalfalfae in V. dahliae. Z istim kompletom začetnih oligonukleotidov smo izolate 
letalnega patotipa uspeli določiti z reakcijo PCR (Preglednica 12). Izolate V. dahliae smo 
uspeli določiti s kompletom Vd-mitoh, ki ni vključeval LoopF in LoopB, tako z reakcijo 
LAMP, kot tudi s PCR – problematičen je le izolat blagega patotipa V. nonalfalfae P 83, ki 
se je pomnožil z reakcijo PCR (Slika 26). Pri omenjenem izolatu smo še v številnih drugih 
analizah pridobili pomnožen fragment, kljub temu, da smo pomnoževali z začetnimi 
oligonukleotidi, ki so bili specifični bodisi za letalni patotip V. nonalfalfae, bodisi V. 
dahliae, npr. z začetniki 4CMR4 z reakcijo LAMP (Slika 32), s kompletom PG2_2 z 
reakcijo LAMP (Slika 17) in PCR (Slika 25) ter s kompletom PG2_1 z reakcijo PCR (Slika 
23).  
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Na osnovi rezultatov ugotavljamo, da lahko s testi LAMP posamezne vrste in patotipe 
obravnavanih talnih patogenov določamo le do določene mere. Kljub številnim 
ponovitvam in optimizacijam nekaterih korakov naše analize, so rezultati do določene 
mere neskladni. Hipotezo o specifičnosti metode LAMP smo torej delno ovrgli, saj v 
številnih analizah nismo uspeli določiti le izolatov vrste V. nonalfalfae oz. letalnih 
patotipov te vrste. V nadaljnih raziskavah bi bila torej potrebna nadgranja (optimizacija) 
metode LAMP, pri tem pa nepogrešljivo vlogo igrata načrtovanje začetnih 
oligonukleotidov ter ustrezna kombinacija metodoloških pristopov (npr. s PCR), kar bi 
omogočilo bolj specifično določanje oz. razlikovanje med vrstami fitopatogenih gliv tega 
rodu. Z analizo variabilnosti smo dobili tudi dober vpogled v izredno heterogenost rodu. 
Rezultat pomnoževanja z začetnimi oligonukleotidi, ki so bili načrtovani na podlagi 
virulentne regije letalnega patotipa V. nonalfalfae, je bil različen za posamezne izolate 
znotraj analiziranih vrst in predvsem zelo heterogen glede na analiziran lokus in vrsto. 
Medtem, ko je bila npr. heterogenost pri letalnem patotipu V. nonalfalafae največja na 
lokusih P6 in P11 je bila pri vrst V. dahliae največja na lokusu P9 (Priloga G). Na podlagi 
tega lahko trdimo, da je načrtovanje ustreznih začetnih oligonukleotidov, s katerimi lahko 
določamo le eno vrsto ali patotip, zahteven proces.  
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Slika 33: Potek določanja vrst in patotipov rodu Verticillium z različnimi metodami. 
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6 POVZETEK 
Glive rodu Verticillium spadajo med najbolj škodljive rastlinske patogene, ki lahko 
parazitirajo širok spekter gostiteljev, med katerimi je tudi veliko gospodarsko pomembnih 
rastlin. V Sloveniji sta za največ škode odgovorni vrsti V. nonalfalfae in V. dahliae, ki z 
vdorom v prevodni sistem rastlin hmelja povzročata bolezen, ki jo imenujemo verticilijska 
uvelost hmelja. Zaradi hudih posledic v nasadih, predvsem ob okužbi z letalnim patotipom 
V. nonalfalfae, je izredno pomemben razvoj ustreznih diagnostičnih metod, ki bi 
pripomogle k hitri identifikaciji škodljivcev, s tem pa bi bil olajšan nadzor in omogočeno 
preprečevanje širjenja bolezni. 
Ker je za obravnavan rod fitopatogenih gliv značilna velika variabilnost, lahko 
razločevanje med posameznimi vrstami predstavlja velik izziv. Številne karakteristike gliv 
kot so morfologija, stopnja patogenosti ter fiziološka specializacija ne zadostujejo za 
učinkovito določanje posameznih vrst. Iz tega razloga so se številne raziskovalne skupine 
usmerile v proučevanje genetske in molekularne variabilnosti in tako pomembno vplivale 
na samo klasifikacijo znotraj rodu, poleg tega pa tudi na razvoj metod določanja vrst. Med 
sodobnejšimi pristopi identifikacije oz. določanja vrst rodu Verticillium številni 
znanstveniki izpostavljajo verižno reakcijo s polimerazo (PCR) kot nepogrešljivo metodo 
za molekularno diagnostiko fitopatogenih in ostalih škodljivih organizmov. Iz vidika 
fitopatologije so zanimivi predvsem pristopi za proučevanje variabilnosti znotraj 
posameznih vrst, ki jo določajo sevi oz. patotipi, s tem da je za preprečevanje hmeljeve 
uvelosti še posebno pomembna identifikacija letalnega patotipa V. nonalfalfae (PG2). 
Ravno zaradi prej omenjene variabilnosti na ravni DNA, ki vpliva na razvoj patotipov, pa 
na pomenu pridobiva razvoj novih molekularnih metod za določanje vrst rodu Verticillium 
in patotipov.  
S tem namenom smo se z našo raziskavo usmerili v razvoj in uporabo metode z zanko 
posredovanega izotermalnega pomnoževanja DNA (LAMP), ki je v primerjavi z 
uveljavljenimi testi PCR hitrejša ter bolj enostavna, posebnost metode pa sta tudi dodatna 
dva para začetnih oligonukleotidov, ki omogočata hitrejšo in bolj specifično določanje 
vrste. Za razvoj diagnostičnih testov LAMP smo načrtovali in preizkusili več kompletov 
začetnih oligonukleotidov za ločevanje vrste V. nonalfalfae od ostalih vrst ter za določanje 
letalnega patotipa V. nonalfalfae. Po vsaki reakciji LAMP smo vzorce nanesli na 
elektroforezni gel ter spremljali pojav elektroforezne črte. Učinkovitost reakcij LAMP smo 
nato ovrednostili s testi PCR, v katere smo vključili le par F3 in B3 iz vsakega kompleta 
LAMP začetnih oligonukleotidov. Po izvedbi obeh diagnostičnih testov smo primerjali 
produkte (prisotnost elektroforezne črte na gelu), pri čemur smo opazili, da rezultati niso 
bili popolnoma identični. Ena izmed glavnih težav so bili pozitivni rezultati pri nekaterih 
izolatih V. dahliae, s katerimi smo se soočali pri obeh diagnostičnih metodah, vendar pa je 
bila elektroforezna črta pri testih LAMP opazno močnejša. Sklepali smo, da vlogo pri tem 
igra večje število začetnih oligonukleotidov, ki omogočajo, da z metodo LAMP lahko 
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pomnožimo zelo majhne količine (koncentracije) tarčnega produkta.. V zadnjem delu 
raziskave smo na vseh 51 izolatih opravili še teste PCR z začetnimi oligonukleotidi, ki so 
jih razvili Inderbitzin in sod. (2013). Že v predhodno opravljenih analizah je bila potrjena 
njihova učinkovitost pri identifikaciji vrst rodu Verticillium, zato smo smo jih tudi mi 
uporabili z namenom da bi s testi PCR potrdili identiteto analiziranih izolatov. Tudi v tem 
primeru smo, kljub številnim poskusom optimizacije, dobili nekatere nespecifične 
rezultate.  
Na osnovi pridobljenih rezultatov lahko trdimo, da smo testiranje z reakcijo LAMP upeli 
optimizirati le do dolčene stopnje in da bi s kombinacijo vsaj 2 kompletov LAMP (Vnaa-
Vd2 in PG2_1) lahko ločili posamezne izolate vrst V. dahliae in V. nonalfalafae in tudi 
letalne patotipe vrste V. nonalfalafae. Vendar pa to ne velja za vse izolate, kar lahko 
razložimo z vsioko stopnjo variabilnosti izolatov znotraj posamezne vrste.  Kot omenjeno, 
je obravnavan rod talnih patogenov izredno heterogen, po drugi strani pa so določene vrste 
med seboj zelo sorodne, kar pojasnjuje težavnost načrtovanja začetnih oligonukleotidov, s 
katerimi bi lahko identificirali posamezno vrsto (patotip). Zagotovo so potrebne nadaljne 
analize sekvenčnih zaporedij med vrstami in patotipi, kar bi v prihodnje potencialno 
olajšalo razvoj novih oz. nadgradnjo obstoječih metod molekularne diagnostike.  
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PRILOGA A 
Prikaz načrtovanja začetnih oligonukleotidov za teste LAMP s programsko opremo Primer 
Explorer V5. 
 
Slike v Prilogi A prikazujejo posamezne korake načrtovanja začetnih oligonukleotidov 
bodisi na podlagi poravnave dveh genomskih zaporedij bodisi določenih regij vrste V. 
nonalfalfae. Na posameznih slikah so označena zaporedja F3, B3, FIP, BIP, LoopF ter 
LoopB kot jih prikaže program Primer Explorer V5. 
 
Pril. A1: Prikaz izdelave začetnih oligonukleotidov na podlagi poravnave zaporedij V. 
nonalfalfae in V. dahliae. Zvezdice označujejo enako zaporedje med vrstama, črtice pa 
označujejo delecijo pri eni od obeh vrst. 
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Pril. A2: Izbor ustrezne kombinacije začetnih oligonukleotidov za reakcijo LAMP.
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Pril. A3: Prikaz začetnih oligonukleotidov F3, B3 ter FIP (F2, F1c) in BIP (B2, B1c) ter nabora različnih zaporedij LoopF in LoopB. 
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PRILOGA B 
Poravnava zaporedij delov mitohondrijskih genomov V. dahliae in V. nonalfalfae. Začetne 
oligonukleotide za LAMP reakcijo je bilo možo izdelati le v označeni regiji, kjer pa so 
razlike med zaporedjema dveh vrst minimalne. 
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PRILOGA C 
Poravnava zaporedij delov mitohondrijskih genomov V. dahliae in V. nonalfalfae 
 
NONALFALFAE              ATAGAATCTCTTTTGATTTCTTTTCCTGAAGTTACTAAGATATTTCAATTCACTTCGTTA 60 
DAHLIAE_18990-21029      ATAGAATCTCTTTTGATTTCTTTTCCTGAAGTTACTAAGATATTTCAATTCACTTCGTTA 60 
                         ************************************************************ 
 
NONALFALFAE              ACTAACTGATTTCTCTTAGAGTTTATATTTGTTTTCCATAATTTTTATTTTAAATTACAA 120 
DAHLIAE_18990-21029      ACTAACTGATTTCTCTTAGAGTTTATATTTGTTTTCCATAATTTTTATTTTAAATTACAA 120 
                         ************************************************************ 
 
NONALFALFAE              TAAATGATTTAACTTAATAAATCTAAGTTATAATTTAAAATTTATAAAAAGGAGTAAATA 180 
DAHLIAE_18990-21029      TAAATAATTTAACTTAATAAATCTAAGTTAGAATTTAAAATTTAGAAAAAGGAGTAAATA 180 
                         ***** ************************ ************* *************** 
 
NONALFALFAE              ATTCAAACTCGTTAATACATAGCATAGATGTCCATAATAGTTTCTTTGTATACTTATATA 240 
DAHLIAE_18990-21029      ATTCAAACTCGTTAATACATAGCACAGATGTCCATAATAGTTTCTTTGTATACTTATATA 240 
                         ************************ *********************************** 
 
NONALFALFAE              TTTATATAAATACATATTCTATATCCATTACATTTCTATTAATTCTAGAAACCATTCAGA 300 
DAHLIAE_18990-21029      TTTATATAAATACATATTCTATATCCATTACATTTCTATTAATTCTAGAAACCATTCAGA 300 
                         ************************************************************ 
 
NONALFALFAE              TTATTGCGGTTCGAACGCAACTCTTCTCCTACCCAAAAGGAGCGCCTAACCACCCGGCCC 360 
DAHLIAE_18990-21029      TTATTGCGGTTCGAACGCAACTCTTCTCCTACCCAAAAGGAGCGCCTAACCACCCGGCCC 360 
                         ************************************************************ 
 
NONALFALFAE              TAATCTGTAA-------------------------------------------------- 370 
DAHLIAE_18990-21029      TAATCTGTAAAAAAAAAATAACTTGTTTTAGAATAAAATTCTTTACTGAATTTTGTATAG 420 
                         **********                                                   
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      AAAAGATATAATATATTATTTGTAGCTTGCATATTAATCTATTTACAAATTAAAATATTT 480 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      TGTGAATAAATGGTTGAAGTAATTAATTTAGTCTTATCCTACTGTATAGACTATCTATTA 540 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      ATCAGTATCAACACGTACAGGATATGGGATATTATCACTTTTAACTCTTCGAATTCTCTC 600 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      TTCTACTATTCTTATTTGGGTAAGTATAGTAATGAGGATCCATTCTATCTACTAAACTAT 660 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      CCATATTATTCTCGTAACGTCGAATCTCTCTATCATACTCTTGTCCCTTAAAATTTCGCT 720 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      CTTGGAGCGATAAATGAGTATTTGTTATTAACGTTTCCTTATTTAAGGTAGTAACTTTAT 780 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      GACAGTATGCTCACTTAAACCATTTATGCATATTGGAATGATTATTTCTTTCATGTAAGC 840 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      GAGCATGTACAGGGAATATATGTTTATCCAGTTCATCTAAACGCTTTCCTATTTCATCCT 900 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      GGGCAACAGAATGTTGGGCAAAATCAAACCTACTTAAAGATAAGTTGTCTTGAGTTGGTA 960 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      CTGGGTTATCATGACCCTGTATGGCTACAAGTGATCCATGAGATCTTCTTCCATGAAGAT 1020 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      CTACTCCATTACCTAAAAGTAATCTCGGTCTACGATCTACTCATATTGGTGCTGCTAAAG 1080 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
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DAHLIAE_18990-21029      GTCCTGGCTGCCCACCTGTTGGTTGTCCACCTGTTGGTTGTCCACCTGTAGATTGTCCAC 1140 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      CAGTAGGTTGTCCAGATTGTTCCATCATATACGCCCTAGGAGGTTTAAATTGATCATTTA 1200 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      CTTCTCCACCCATAGTTTGTTTTAATCTATTTACTTCTAAATTAGCAAAGAACTTTTCAA 1260 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      CTAGCTTTTCTCTTAATTTAATTGGTTTTTTTAATTTTTCCTTTAGTTCTTCTAAAATAA 1320 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              ------------------------------------------------------------ 370 
DAHLIAE_18990-21029      GAGAGAAATTTTTAAATGAACTTTGTAAAAAATCTTCATTCTTTGCAAGATAAAAAATAT 1380 
                                                                                      
 
NONALFALFAE              --------------AAAATTATATTTTATAATATAATTATTTAGTCTTATATAGACTAGT 416 
DAHLIAE_18990-21029      ATTTGGAGATAGTAGAAAATAT-GGCTCAAATAGTCGTAAATCCCATAGCCAATAATACA 1439 
                                        *** ***    *  ****    **  *    *     * * **   
 
NONALFALFAE              TGTTATAAACTTTCATTATTAAACCCTTTAGATTTAATATGGCTTTTAATAAATAATATT 476 
DAHLIAE_18990-21029      TTTTCTACACTTTCATTACTAAATCCTATAGATTTAATATGGCTTTCAATAAATAACATT 1499 
                         * ** ** ********** **** *** ****************** ********* *** 
 
NONALFALFAE              AAATCTTTTTTAGAAAAAAATTATAATG---------------------AA--------- 506 
DAHLIAE_18990-21029      AATTCTGGTCTATATAAATAAGATAAGAATACCATAAAACCTGTTAATAAAAACTTTTTA 1559 
                         ** ***  * ** * *** *  ****                       **          
 
NONALFALFAE              ATCTACTAAGATAAATTATCTAGACCCTAATATACTACTTTGTAAAGGTAAACTTACAAA 566 
DAHLIAE_18990-21029      GAAAGAATAAAGTATTTTATACCGACACAAAACACCGCTTTGTAAAGGTAAACTTACAAA 1619 
                                 * *  * **        *  ** * **  *********************** 
 
NONALFALFAE              AGCGTGAGGTTTAGGTGGACTAGTTAAAGCTCATTCTAAACTTAATGAACTTCTATTTAA 626 
DAHLIAE_18990-21029      AGCGTGAGGTTTGGGAGGACTAGTTAAAGCTCACTCTAAACTTAATGAACTTCTATTTAA 1679 
                         ************ ** ***************** ************************** 
 
NONALFALFAE              TAAAGCTTGTAAAGTATCTGTATAGAATTCTACACTCATTCAAGGATTTCTGCTTGCAGG 686 
DAHLIAE_18990-21029      TAAAGCTTGTAAAGTATCTGTATAGAATTCTACACTCATTCAAGGATTTCTACTTGCAGG 1739 
                         *************************************************** ******** 
 
NONALFALFAE              TTTTCCTTCAACTAATTGTAGGTATACAATGTATAAGAATAATCAAGCAGCTACAACACT 746 
DAHLIAE_18990-21029      TTTTCCTTCAACTAATTGTAAATATACAATGTATAAGAATAATCAAGCAGCTACAACACT 1799 
                         ********************  ************************************** 
 
NONALFALFAE              AATTATAGATCCAAAACTACTTATTAAGTTTCAACCTGCGTAAGCGTCAGGGTAGTCACT 806 
DAHLIAE_18990-21029      AATAATAGATCCAAAACTACTTATTAAATTTCAACCTGCGTATGCATCAGGATAGTCACT 1859 
                         *** *********************** ************** ** ***** ******** 
 
NONALFALFAE              TATTCTTCTAGGCATTCCTTGTAATCCTAAGAAATGTTGTGGGAAGAATGTTACATTAAC 866 
DAHLIAE_18990-21029      TATTCTTCTAGGCATTCCTTGTAATCCTAAGAAATGTTGTGGAAAGAATGTTACATTAAC 1919 
                         ****************************************** ***************** 
 
NONALFALFAE              TCCTATAAATAAAACTCAGAATTGGATTTTAGATAATAGTATATTATAGTTTAAACCTAA  926 
DAHLIAE_18990-21029      TCCTATAAATAAAACTCAGAATTGAATTTTAGATAATAATATGTTATAATTTAAACCTAA  1979 
                         ************************ ************* *** ***** *********** 
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PRILOGA D 
Poravnave zaporedij (CLUSTAL 2.1) za izdelavo začetnih oligonukleotidov 12_1_Chr2 in 
14Chr3. 
 
nonalfalfae      ACCATCCATTCTGCTTCGTCCAAATGACTGTGCTCAATGACACATCTCTCGGGACCATGC 
alfalfae         ACCATCCATTCTGCTCCGTCCAAATGACTGTGCTCAATGACACATCTCTCGGGACCATGC 
                 *************** ******************************************** 
 
nonalfalfae      TCCTGGTCAAGCACAGCAGAGACTGTCGATGAGCGCCGGTGACCTATTGCCCCGAAACTC 
alfalfae         TCCTGGTCAAGCACAGCAGAGACTGTCGATGAGCGCCGGTGACCCATTGCCCCGAAACTC 
                 ******************************************** *************** 
 
nonalfalfae      CTTCAAAAGCCAAGGAACTACATGGCGCGAGCTTTTAGCATGGATCATGTCGGATATGGG 
alfalfae         CTTCAAAAGCCAAGGAACTACATGGCGCGAGCTTTCAGCATGGATCAGGTCAAATATGGG 
                 *********************************** *********** ***..******* 
 
nonalfalfae      GACGTGAGCGACCTCCTTCCCCATCAACCCTAGCAAGCCGTGTGGCCGGCCTCGGCGACC 
alfalfae         GACGTGAGCGACCTCCTTCCCCATCAACCCTAGCAAGCCGTGTGGCCGGCCTCGGCGACC 
                 ************************************************************ 
 
nonalfalfae      AGCCTCGCCTGACGGTGAAATCGAACGTGTACGAACGACGTACAGGTGCATGGGGAAAAC 
alfalfae         AGCCTCGCCTGACGGTGAAATCGAACGTG----------GTACAGGTGCATGGGGAAAAC 
                 *****************************          ********************* 
 
nonalfalfae      GCGACTCGTACTAGTCGATAAGGTTGAGCGAGCTG 
alfalfae         GCGACTCGTACTAGTCGATAAGGTTGAGCGAGCTG 
                 *********************************** 
 
Pril. D1: Poravnava zaporedij (CLUSTAL 2.1) za izdelavo začetnih oligonukleotidov 
12_1_Chr2 
 
 
nonalfalfae      TGGTAGATCGTGAATTGGGGAGAGTAGGTTTTAGTACAGCCGTCGACACCACCGTTTCCC 
alfalfae         TGATAGATCGTGAATTGGGGAGAGTAGGTTTTAGTACAGCCGTCAACACCACCGTTTCCC 
                 **.*****************************************.*************** 
 
nonalfalfae      GTCGCAAGATACCGCGCGCCCTTCCATTCCCTAGGAAGCCACAGCTCAAAGCTGATGCTC 
alfalfae         GTCGCAAGATACCGCGCGCCCTTCCATTCTCTGGGGAGCCACAGCTCAAAGCTGATGCTC 
                 ***************************** **.**.************************ 
 
nonalfalfae      GAGCGCTGAGAGGTCGGAATCTGGAGACCGACGCGGCAAAGATCGACCTCGACCTTTTGC 
alfalfae         GAGCGCTTAGAGGTCGGAATCTGGAGACCGACGCGGCAAAGATCGACCTCGACTTTTTGC 
                 ******* ********************************************* ****** 
 
nonalfalfae      GTGGGACGATTGCAAGACGGGACATTGTCATTGAGGGATACGGTCGTGCCCTGAGCTACG 
alfalfae         GCAGGACGATTGCAAGACGGGACATTGTCATTGAGGGATACGGTCGTGCCCTGAGCTACG 
                 * .********************************************************* 
 
nonalfalfae      AACTCGAGTCTCGCCAGGGTCGAGTTCCTGATGAGCGCTGCAGGGTTCAGCGACAAGCAG 
alfalfae         AACTCGAGTCTCGCCAGGGTCGAGTTCCTGATGAGCGCTGCAGGGTTCAGCGACAAGCAG 
                 ************************************************************ 
 
nonalfalfae      TCCTGTCGAAAGGCGTCATCACCCTCGGTTTCGCATTCCACCACGCGT 
alfalfae         TCCTGTCGAAAGACGTCATCACCCTCGTTTTCGCATTCCACCACGCGT 
                 ************.************** ******************** 
 
Pril. D2: Poravnava sekvenc za izdelavo začetnih oligonukleotidov 14Chr3. 
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PRILOGA E 
 Nukleotidna zaporedja za začetne oligonukleotide PG2_1 in PG2_2. 
 
GGCCTCTGGCTGATCGAATCCGCATTCTTCAGCCCAGCGTCCGTCTCGGAAATGCCGCAATCCATGATGTCGGCCATGTCC
GAGTCAAGACGAGTCAGACCACCAGCCCGTGTGACCCATTCAGGGGTATCGGTGCAGCCAATCGCCTCGAGTCGCTCAGC
CCTGGACCCGTGGGACCACGCCAGTCGGGCAGCCTCGGCGGTGGATCTTCACCAGCCGTGATACGAGCTGTGGCCACACG
GGCACTCGATCCTTCGTTAGGCTGCAGCAACGTGAAACCAACTTCGGCACGAGGTCCAATGCGGGTGGTCCTGCACAGCG
ATGGATCACGCATGAGAGAAATGATCATGCATCCGTCGGACCAAAAGCGGAATACGAGACAAGGGGCTAGGTGCTGCGA
GCCAGCTCCCTCGGCGGCGGTTCGGCTGCCTCCTGATGAACGTGGTGCGACGGGCCATGTATCCAGCGAATCACGGAGAC
TGAGACTATGGCTGGATGTCGGGCAGAGTTACCTGCGACGGCTTAGTCGCCGAGAGCGTGCTTCCATGGCCCCATGGTCA
CGACGCGCAGGCTAGGCGTTCTTTCACTCGCGAGAAGCCAGGACGAGCGATTGGTTCGCATACTGGCTGCAGACGGGGC
GATTAAAGTCGAGGCCTCTACCTGGAACAACATCGCATCTCCATGACATGATGTCTGTTTCGGCAGATGTATGATTGGCA
GGCTGGTGAGGTGGCTATGCTCGCCCCTCGTCCTGGGCTTCCCAGGGCGTGGCTTGTGCATAATGCGAGGGAATGATGCT
TGCGCTGGAAAGCTGGCTACGCCGCCTGCTGTGCATATAATCCCCCCCTCCGCCCCTTGCTCGATGAAATAATGGCAGAC
ACACTCTTTTCTATCTTCCTACAAGGTGCCTCCTCGACATGGCCGTTGTTTCTCCTGACAATACCTCTCTCTGGGAACCTCC
CGTTCATCGAGGCATGAATAGTGCAGACCCTCTGCAGAGGCATGTCGATTCGTCGTTCATGACGGAGTCATCTCATCCCCT
AAACGAACGGTATCCCCGGGAGCGGGAGACTCTGAGTGGCGATTCACAAGATGATCCAATCTCAATCATGTCCGATGAT
GACACCGTGGAGTCTGCCAGCGACACAGACGAAGATGATGGTGACGATTCGGATTCAACACTCCCATCCGTCAGGTCACT
AGTTGCATCGCTGCCGAAAGCACCGCCAAACAATCCAAGCAGGCAACAGCACGGAACTAGTGCTAATGCAGAAACGGAT
GATCCGGCGCGACATCCAGAACATCCCGACCCTGTCCAACGATCCTCTCCATCGTCAGATGCACATACCGTGGTTGAGCA
TCTTCCCCCGCTTCCCCCGCCTGCCTCGCTAGTATCATCCCTCGGTGAGGCCCCCGGTCCGGAGCAAGCGAGCTACGTATC
GGACGATGCGACGCCCGCCCAAGACCAGATCCATGAGGCACACGCGAGTATCAATCCGGAGCAAGGGCCGGTGCTCTCC
GAAGCTGATTATACGGTTGGGGTTGCGGATGCTGAGCCACCACATCCAGCTGGAATCAAGCGGAAGCGGTTATTGGAATT
GTCACAGGGAATACGCAGGTCGGTTCCACGAGATGACAACAGTGAAGCTGAGTCTGGCTTCGACTCTGAATCGAGCAAG
GGAGACAGAGAGGGCCGCGTACTCAGCAGCCAGCATCGCCTTGCCCAGGGTCCTCACAAACGTCGCAAGGGCGGTCAGC
ACGTGGCCGACAGTGTGCCAATTGATTTGATCACTGGAAGTAATGCGGCCGACGTTCAGTCGACACCGCCTCCAACCGGA
CGCGGCAAAGGTTCACAGCACTCGACCAGGACCACGCCGATACCCAGGCGGAACAGTTCTCCAGTGCATTCAA  
 
Pril. E1: Nukleotidno zaporedje za izdelavo začetnih oligonukleotidov PG2_1. 
 
TCGAGGCCAGTCGAGACCCAAGTGTACCACCATCAAGACTTGAGAACAGCCTCGCTGGCGGTGCCGCAACGTACCAGGA
ATGGCCAGTAAGGGCTTGGTTTCAGCGTGTCATGCTGGGGAACGGGCGGGCGACATTCCAACTTCGATTTGACTGGGACC
CCGAAATAGATTGTGAACATCCGAAGCGTCCTGAGAACAACGGACATGATGCCTCAGTCTCAAGGGATGGCGGTCAGAG
AGATGAAGATCCCGACGGAGACGGTGGACAGTCGGCACGTCCCAGGAGCAACGGATCTCGCACCCCTGTCCCGGGTGAT
AGCGGTCAACGCAACAAGGTCACACGTTCCAGAGGCTTCACTTCTGAGGAAAATCGATTCCTCACCGAACTCAAGGGCCA
GAAGAATCTTCGGTGGTCGGAGATAACTACAGAGTTCAACAACAACTTTCCTGAGCGGGAGCGGTCACAAGGGTATCTCC
AGGTGCACTACTCCACGAAACTCAAGAAACGCAAGAAACGCAACGCACATTGAGGAAAACCCGTTAGACAGACCTGTAT
GTATTCGAATCACGCAATGATCATAATATGTTTTCTTGCACTCCTCGCTAGATTGTTACAGTTTGAGGAATCATGCATTTG
TACGCATGCCCTAGAAAGCCCCCTTCGAAGTAGCTCTGGTCTGGAAGTGCCTAGCTCCTTCTAATGCCTAGGGACAAGGA
AAGAGAGAACGTCACCTATTCCAGCATCCTCCATTACAGTCCATAGGGTACAGGATTCTCAGTGACAGGGAAAGAAATG
CTGAAGCCTGTTCCAGCCTCCTGTAGCTGCTTTACAATATGTTCGAGCGCTTTCTATCCTCACTCATCCACAACAGGGGCG
GTGATACCCAACCATTGACCAATATGTATTGCCCCGATGGGACCAGGCCATCCTACCAAAATTTGCGAAAGTTGGACTGG
GTATATGTCCGAGAGATGCAGCAGCGAGTGATTGGTGGATGGAAATGCGAGGTTGCTCGTCGTCATCTTGGGCCTCCTCC
GAAAGATCGATCTGCATCCGTTCAACATGTGAGAAAGCAGGCCGCAAAACTGTATTCCTTTCTCGGTGCTGCGTAGTCAT
GTACGTATCGCTCTTTAGTGAGGCAAATAAGAGTTTAAACAAAACCGTCCTCATGACTTTGGTATCAAAATTCCGTCGGC
ACTATCTAACAAAAGCTTGGTTACGGCCGCATGCCTGTGTACGCAGCCAGGGAGCACGGCGTCTGTTAGTCACCTTCCTC
AGTATTTGTGACACCATCTGCACTACGGAGGAGTCTGACCACCGCCTTGTGTCCGGCCGCTACGGCGAGCAGCAGAGGAG
TTCGATTCCACTCATCCACCAGCTCCGTAGCAATGCCTCTCGCTTCAAGCAATGTCTTGACTACCGTGGCATGGCCATTCT
GTGCTGCTAGGTGGAGCGGAGTTGATCCAGTCGTAATATTGACGTCCCTAGCAAGCACCAGCTCCACTTTGTAAGAGATG
TTGGGTGCTGTCAATAACACTGACGTATGACCAGATTTGATCGCTTCGACCTCGGCACCTTTAAGGTGATCAAGAGCCTCT
GCTACATCAAGCAATGTGATCCCGTCCGGGTTTATCGAAGGTACCGGAGAGCCCACAAAACTAAGTCCCGAATCATCGTT
CACAGGAAATAAGAGCTTTGCAATCTCCTTGTCATCAAAACATAACCCGTAAAAGACCGACTTTTGGAGAAAGACACGCC
TCGAGTTCACGTCAACAGCATTTGTAGCGAGAAGTCGCCTCACTATTGGCTCGTGTCCTTTCTCAGCAGCAGATGAAAGA
GGTGTCCGACCTTCTTTATCCCTGGAGTCCGCACTACAACCACGATTAAGTAAAAGATCTACAACATGCTCGTGTCCATTA
TGTGATGCTGCATGCAGAGGTGACCATCCA 
 
Pril. E2: Nukleotidno zaporedja za izdelavo začetnih oligonukleotide PG2_2. 
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PRILOGA F 
Prikaz načrtovanja začetnih oligonukleotidov Vnaa-Vd na osnovi razlik med sekvencami 
V. nonalfalfae in V. dahliae (razlike so prikazane z rdečimi črkami). 
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PRILOGA G 
V Prilogi G so v obliki tabel prikazani rezultati reakcij PCR, ki smo jih izvedli v sklopu analiz variabilnosti fitopatogenih gliv rodu 
Verticilium. Namnoževanje glivne DNA štirih različnih vrst rodu Verticillium je potekalo s pari začetnih oligonukleotidov, ki so bili 
načrtovani na podlagi regij, specifičnih za letalni patotip V. nonalfalfae (PG2). Začetni oligonukleotidi so v tabeli označeni s »P 1-18«, s 
tem da se števila navezujejo na prvo število v imenu para navedenega v preglednici  9. Začetna oligonukleotida E15 in '6-2 sta bila 
uporabljena že v prednodnih raziskavah, v naši pa sta bila uporabljena kot referenca. Rezultati testov PCR s posameznim parom začetnih 
oligonukleotidov so v tabeli označeni z »da« ali »ne« in se navezujejo na prisotnost oz. odsotnost elektroforezne črte na gelu. 
 
Pril. G1: Rezultati analize variabilnosti za vrsto V. albo-atrum. 
št. 
vzorca 
Oznaka Gostitelj Vrsta E15 6-2 P1 P2 P4 P5 P6 P7 P9 P10 P11 P13 P14 P16 P17 P18 
46 CBS 102.464 artičoka V. albo-
atrum 
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
49 CBS 682.88 krompir V. albo-
atrum 
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
95 110 krompir V. albo-
atrum 
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
98 166 krompir V. albo-
atrum 
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
100 112 krompir V. albo-
atrum 
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
111 PD693 krompir V. albo-
atrum 
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
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Pril. G2: Rezultati analize variabilnosti za vrsto V. alfalfae. 
št. 
vzorca 
Oznaka Gostitelj Vrsta E15 6-2 P1 P2 P4 P5 P6 P7 P9 P10 P11 P13 P14 P16 P17 P18 
58 Luc lucerna V. alfalfae da da da ne ne da da da ne ne ne da ne ne ne da 
59 41 lucerna V. alfalfae da da da ne ne da da da ne ne ne da ne ne ne da 
60 CBS 
392.91 
lucerna V. alfalfae da da da ne ne da ne da ne ne ne da ne ne ne da 
61 107 lucerna V. alfalfae da da da ne ne da da da ne ne ne da ne ne ne da 
64 Kanada 
11 
lucerna V. alfalfae da da da ne ne da da da ne ne ne da ne ne ne da 
47 CBS 
241.82 
katalpa V. alfalfae da da da ne ne da da da ne ne ne da ne ne ne da 
 
Pril. G3: Rezultati analize variabilnosti za vrsto V. nonalfalfae. 
št. 
vzorca 
Oznaka Gostitelj Vrsta Virulenca E
15 
6-2 P
1 
P
2 
P
4 
P
5 
P6 P7 P9 P10 P11 P13 P14 P16 P17 P18 
51 T 179 paradižnik V. nonalfalfae blag ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne 
5 P55 hmelj V. nonalfalfae blag da da ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
6 P83 hmelj V. nonalfalfae blag ne da ne ne ne ne ne ne da da ne ne ne ne da ne 
7 6/99 hmelj V. nonalfalfae blag ne da ne ne ne ne ne ne da da ne ne ne ne da ne 
8 14/93 hmelj V. nonalfalfae blag ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
9 15/98 hmelj V. nonalfalfae blag ne da ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
19 MO 3 hmelj V. nonalfalfae blag ne ne ne ne ne ne ne da da da ne ne ne ne ne ne 
20 Ocer hmelj V. nonalfalfae blag ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne ne da ne da ne 
21 zup hmelj V. nonalfalfae blag ne da ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne da ne 
22 Rec91 hmelj V. nonalfalfae blag ne da ne ne ne ne ne ne da da ne ne da ne da ne 
23 KRES98 hmelj V. nonalfalfae blag ne da ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
37 1953 hmelj V. nonalfalfae blag ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne ne ne ne da ne 
39 298095 hmelj V. nonalfalfae blag ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne ne ne ne da ne 
40 Sol hmelj V. nonalfalfae blag ne ne ne ne ne ne ne ne da da ne ne ne ne da ne 
1 P10 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da ne ne da ne ne ne da ne da da da 
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4 P15 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da ne ne da ne ne ne da ne da da da 
12 T2 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da da da da da da da da ne da da da 
13 TABOR6 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da ne da da ne da da da ne da da da 
15 Ciz/DED hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da ne da da da da da da ne da da da 
16 BIZ hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da da da da da da da da ne da da da 
17 VranBis09 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da ne ne da ne ne ne da ne da da da 
18 Sent4 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da ne da da ne da da da ne da da da 
25 1985a hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da ne ne ne ne ne ne da da da da da 
29 11097 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da da ne da ne ne ne da da da da da 
30 11100 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da da ne ne ne ne ne da da da da da 
31 1974 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da da ne da ne ne ne da ne da da da 
34 298101 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da da ne da ne ne ne da ne da ne da 
35 298102 hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da da ne da ne ne ne da ne da da da 
107 PETROL hmelj V. nonalfalfae letalen da da da da da da da da da da da da da da da da 
112 SN 10 hmelj V. nonalfalfae letalen da ne da da da da da ne ne ne da da da da da da 
53 AR01/067 paradižnik V. nonalfalfae letalen da da da da da da ne da da da ne da da da da da 
54 AR0/140 paradižnik V. nonalfalfae letalen da da da da da da da da ne ne da da da da da da 
43 Surf surfinija V. nonalfalfae  ne ne ne da da ne ne ne da da ne ne da ne da ne 
45 11081 krizantema V. nonalfalfae  da da da da da da ne da da da ne da da da da da 
52 CBS321.91 paradižnik V. nonalfalfae  da da da da da ne ne da ne ne ne da da da da da 
55 AR01/JS1 paradižnik V. nonalfalfae  da da da da da da da da da da da da da da da da 
56 PD 83/53a paradižnik V. nonalfalfae  ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne 
57 PD2000/4186a paradižnik V. nonalfalfae  ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne 
62 314193 krompir V. nonalfalfae  ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne da ne 
 
Pril. G4: Rezultati analize variabilnosti za vrsto V. dahliae. 
Št. 
vzorca 
Oznaka Gostitelj Vrsta Virulenca E
15 
'6-
2 
P
1 
P
2 
P4 P5 P6 P7 P9 P10 P11 P13 P14 P16 P17 P18 
72 GAJ09 hmelj V. dahliae blag ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne da ne ne ne ne 
76 MoD hmelj V. dahliae blag da da da da ne da ne da da da ne da ne da ne da 
78 Oset hmelj V. dahliae blag ne ne ne ne ne ne ne ne da da ne da ne ne ne ne 
80 12042 hmelj V. dahliae blag ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne ne 
77 Ledina09 hmelj V. dahliae blag ne ne ne ne ne da ne ne da da ne da ne ne da ne 
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105 V-138I bombaž V. dahliae letalen da da da ne da da da da da da da da ne ne ne da 
106 V 176I bombaž V. dahliae blag ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
65 JKG 2 catalpa V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne da 
66 JKG1 krompir V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne da 
67 JKG 8 krompir V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne da 
69 DJK krizantema V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne 
70 MAI krizantema V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne 
71 Mint meta V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne da da ne ne ne da ne ne 
81 PAPmb paprika V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
82 PAP paprika V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne da da ne da ne da ne ne 
83 Pap99 paprika V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne da da ne da ne da ne ne 
84 Pap2008 paprika V. dahliae / da da da da da da ne da da da ne da ne da ne da 
94 14 oliva V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
96 141 oliva V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 
97 3V oliva V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne da 
99 802-1 oliva V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne da ne ne ne da 
109 PD335 meta V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne da da ne ne ne da ne ne 
110 PD584 zelje V. dahliae / ne ne ne ne ne ne ne ne da da ne da ne da ne ne 
116 A III 25 cvetača V. dahliae / da da da ne ne da da da da da ne da ne da ne da 
118 PD 337 bombaž V. dahliae / da da da ne da da da da da da da da da ne ne da 
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